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RESUMEN 
 
Para Chlamydomonas el amonio es la fuente de nitrógeno inorgánico 
preferente debido a su estado reducido y al menor coste energético que 
supone su asimilación. Cuando el amonio está presente en el medio, la ruta de 
asimilación de nitrato se regula negativamente tanto a nivel transcripcional 
como postraduccional, de este modo algunos de los genes implicados en esta 
ruta como los transportadores de amonio de alta afinidad (AMT1.1, AMT1.2) y 
de nitrato (NRT2.1) así como la nitrato reductasa (NIA1) serán reprimidos por 
amonio en un mecanismo dependiente de óxido nítrico (NO). A nivel 
postraduccional, también se produce una inhibición mediada por amonio del 
transporte de nitrato-nitrito y de la actividad nitrato reductasa pero los 
mecanismos implicados en esta regulación son poco conocidos. Este trabajo 
está dirigido al estudio de los efectos del óxido nítrico en la asimilación de 
nitrato y en el transporte de amonio de alta afinidad y en su posterior retirada o 
degradación para evitar posibles efectos tóxicos. 
En este trabajo hemos mostrado que el óxido nítrico inhibe los 
transportes de alta afinidad de amonio y de nitrato/nitrito así como la actividad 
nitrato reductasa, de una forma reversible. Por el contrario, las actividades 
nitrito reductasa y glutamina sintetasa que forman parte esencial de la 
asimilación de nitrato y que continúan a la actividad nitrato reductasa, no se 
vieron afectadas por la acción del óxido nítrico. Además, el estudio in vivo e in 
vitro de la inhibición de la actividad nitrato reductasa por NO sugirió que este 
proceso requiere de la integridad celular. También hemos identificado dos 
hemoglobinas truncadas, THB1 y THB2, que están fuertemente reguladas por 
nitrógeno y  bajo control del principal regulador de la ruta de asimilación de 
nitrato, NIT2. THB1 se induce en presencia de NO lo cual es propio de 
hemoglobinas que participan en la eliminación de NO.  
Estos datos ponen de relieve el papel del óxido nítrico en la asimilación 
del nitrógeno inorgánico y sugieren que esta molécula señalizadora es un 
importante regulador para los primeros pasos de esta ruta. Además, THB1 
podría regular en parte la asimilación de nitrógeno inorgánico. 
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   INTRODUCCIÓN 
Introducción 
El óxido nítrico y la asimilación de nitrógeno en Chlamydomonas 
1	  
I.1. Importancia del nitrógeno como elemento fundamental de la biosfera e 
impacto medio ambiental. 
El nitrógeno es uno de los elementos cuantitativamente más importantes 
para los seres vivos, y junto con el carbono, el hidrógeno y el oxígeno 
constituyen más del 95 % de la masa de la mayoría de los organismos. El 
nitrógeno es especialmente importante en moléculas básicas para la vida como 
los ácidos nucleicos y las proteínas. Así pues, su asimilación es de suma 
importancia para la supervivencia de todos los organismos. Solo los 
organismos fotosintéticos y algunos hongos, levaduras y bacterias pueden 
asimilar nitrógeno inorgánico. 
En las plantas, el nitrógeno suele ser el factor limitante que condiciona el 
crecimiento y desarrollo, y su asimilación en forma de nitrógeno inorgánico, 
nitrato y amonio, es cuantitativamente, la ruta más importante para la 
adquisición de nitrógeno en la biosfera.  
Aumentar el rendimiento de las cosechas mediante el uso de fertilizantes 
nitrogenados (Hirsch y Sussman, 1999) ha supuesto una revolución en la 
agricultura mundial. Pero, el empleo abusivo de fertilizantes conlleva un fuerte 
impacto de contaminación medioambiental y de salud pública.  
 
Figura I.1. El ciclo del nitrógeno. Las flechas amarillas indican las fuentes humanas de 
nitrógeno para el ambiente. Las flechas rojas indican las transformaciones microbianas del 
nitrógeno. Y las flechas verdes indican los procesos naturales y no microbianas que afectan a 
la forma y el destino del nitrógeno. 
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Además, se estima que en el año 2050, la población mundial supere los 
9 mil millones de habitantes, lo que va a llevar a un aumento importante en las 
necesidades de alimentos. Esto, junto con el uso de cultivos con fines no 
alimenticios como es la producción de biocombustibles, puede llevar a un 
encarecimiento de los alimentos y/o a la necesidad de aumentar las áreas de 
cultivo con un mayor rendimiento de los mismos. 
Un conocimiento a nivel molecular de los procesos que implican las 
rutas de asimilación de nitrógeno son el primer paso para el desarrollo de 
cultivos que posean un alto rendimiento con un bajo aporte de fertilizantes.  Por 
lo tanto, se hace necesario conocer los mecanismos reguladores tanto 
positivos (nitrato) como negativos (amonio) que influyen en la asimilación de 
nitrato (Fernández y Galván, 2008), y conocer cómo se regulan los 
transportadores implicados (Galván et al., 1996; Rexach et al., 2000; González-
Ballester et al., 2004; Loqué et al., 2007). Por lo tanto, se deberá optimizar el 
funcionamiento de estos procesos, sin afectar otras rutas metabólicas que 
impidan un correcto desarrollo de los organismos vegetales. 
 
I.2. Transporte de nitrógeno inorgánico. 
La asimilación del nitrógeno inorgánico comienza con su entrada al 
interior celular. Una vez dentro, será transportado a diferentes orgánulos donde 
se metabolizará o se almacenará hasta su utilización cuando sea necesario. 
I.2.1. Transporte de nitrato y nitrito y su regulación. 
El transporte de nitrato y nitrito al interior celular es un proceso regulado 
y complejo como indica el alto número y tipos de proteínas que lo median. Los 
transportadores se han clasificado, en función de su afinidad, características de 
expresión y especificidad por el sustrato en: transportadores de alta y baja 
afinidad, transportadores constitutivos e inducibles, transportadores específicos 
o biespecíficos. Desde el punto de vista estructural se consideran 
fundamentalmente tres familias de genes involucradas en el transporte de 
nitrato/nitrito: Nrt1(NPF), Nrt2 y Nar1 (Crawford y Glass, 1998; Forde, 2000; 
Galván et al., 2001; Forde y Cole, 2003; Fernández y Galván, 2008).	   
La familia NRT1 se engloba dentro de la superfamilia POT (Proton-
Dependent-Oligopeptide transporters), recientemente renombrada NPF (Lerán 
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et al., 2013), y tiene una amplia representación en los genomas vegetales. La 
existencia de un transportador de la familia NRT1 en Chlamydomonas se ha 
demostrado sólo mediante análisis in sílico de su genoma. Dentro de esta 
familia, el gen mejor estudiado es CHL1 (AtNrt1.1) que codifica un 
transportador dual que puede ser de baja ó alta afinidad por nitrato, 
dependiendo del estado nutricional de la planta, cuya interconversión está 
mediada por procesos de fosforilación/desfosforilación y que funciona además 
de transportador como sensor (Tsay et al., 2007; Ho et al., 2009; Gojón et al., 
2011). 
La familia NRT2, pertenece a la superfamilia MFS (Major Facilitator 
Superfamily) presente tanto en procariotas como eucariotas (Forde, 2000). Las 
proteínas NRT2 se corresponden con sistemas de transporte de nitrato/nitrito 
presentes en los genomas de hongos, levaduras, algas y plantas (Galván y 
Fernández, 2001; Crawford y Forde, 2002; Siverio, 2002) y son los más 
importantes para el transporte de nitrato de alta afinidad. Algunos de los 
transportadores de esta familia son sistemas de dos componentes ya que 
requieren otra proteína para ser funcionales. Esta proteína, NAR2, se 
encuentra anclada a la membrana mediante un dominio transmembrana 
(Quesada et al., 1994; Tong et al., 2005; Orsel et al., 2006; Okamoto et al., 
2006). En el caso de Chlamydomonas, NAR2 se requiere para la funcionalidad 
de NRT2.1 y NRT2.2, pero no para otros posibles transportadores NRT2 
(Quesada et al., 1994; Galván et al., 1996). En Chlamydomonas, existen seis 
miembros NRT2 que se engloban en cuatro sistemas de transporte en función 
de la afinidad y la especificidad de sustrato (Fernández y Galván, 2007). 
La familia NAR1 (Nitrate Assimilation-Related component 1) está 
formada por proteínas relacionadas con los transportadores denominados FNT 
(Formate Nitrite Transporters) (Peakman et al.,1990; Suppmann y Sawers, 
1994; Rexach et al., 2000). Estos transportadores están restringidos a 
procariotas y algunos eucariotas como hongos, levaduras, algas y protozoos, 
pero están ausentes en animales y plantas (Mariscal et al., 2006). 
Chlamydomonas es el organismo eucariota con mayor número de miembros 
hasta la fecha (NAR1.1-6) (Mariscal et al., 2006). Al menos uno de sus 
miembros, NAR1.1, se ha implicado en el transporte de nitrito al cloroplasto 
(Rexach et al., 2000), aunque posiblemente algunos otros miembros tengan la 
misma función (Mariscal et al., 2006).  
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La regulación transcripcional y postraduccional de estas tres familias de 
transportadores confieren a la célula el aporte necesario de nitrógeno en cada 
momento en función de las condiciones ambientales. 
I.2.2. Transporte de amonio. 
El amonio, es menos abundante que el nitrato en la mayoría de los 
entornos naturales templados pero sus propiedades químicas hacen de él la 
fuente preferencial de nitrógeno para las algas. Asimilando amonio, un 
organismo ahorra el coste energético de dos etapas de reducción, necesarias 
cuando el nitrato es la única fuente de nitrógeno presente en el medio (Bloom 
et al., 1992). La presencia simultánea de amonio y nitrato en los medios de 
cultivo resulta en la inhibición de la vía de asimilación de nitrato, a niveles 
transcripcionales y postranscripcionales (Fernández et al., 1998).  
El 99 % del amonio en el citosol, debido a su pH neutro, está presente 
en su forma de catión NH4+. Por otra parte, a valores altos de pH el amonio 
está preferentemente en forma neutra (NH3), y en este caso se produce una 
difusión pasiva de éste a través de la bicapa lipídica, debido a la alta 
permeabilidad de esta molécula o su entrada por transportadores o canales 
(Ludewig et al., 2007). Por lo que a pH fisiológico se hace totalmente necesario 
la existencia de transportadores específicos para el catión NH4+ cuando las 
concentraciones no son muy elevadas (Marini et al., 1997).  
A nivel fisiológico, se ha detectado una cinética bifásica para el 
transporte de amonio, que se ha asignado a dos sistemas de transporte 
diferentes: un sistema de baja afinidad (LAATS) que se ha relacionado con 
canales de K+ de difusión pasiva (Ullrich et al., 1984; Wang et al., 1993; 
Crawford y Forde, 2002), y otro de alta afinidad (HAATS) que es responsable 
del transporte activo de amonio y que parece tener lugar mediante el 
acoplamiento con un antiporte de H+ (Howitt y Udvardi, 2000; von Wirén et al., 
2000a). 
Ya se han descrito los HAATS en diversos organismos como plantas, 
levaduras, hongos, bacterias y animales. Todos estos se encuadran en la  
superfamilia AMT/MEP/Rh y se dividen en la familia AMT/MEP, formada por los 
transportadores de amonio de plantas, algas, hongos, levaduras y bacterias 
(Marini et al., 1997; von Wirén et al., 2000a; Thomas et al., 2000a; Crawford y 
Forde, 2002; Loque y von Wirén, 2004) y la familia de glicoproteínas Rh, 
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presente principalmente en animales. Chlamydomonas presenta ambas 
familias de transportadores (Soupene et al., 2002a). Estas proteínas Rh son 
transportadores de baja afinidad para NH3 y parece que su principal función es 
la actuar como canales bidireccionales de CO2 (Soupene et al., 2002a; 
Soupene et al., 2004). Las diferencias funcionales y estructurales entre AMTs y 
proteínas Rh sugieren, que las proteínas AMTs de plantas transportan amonio 
mientras que proteínas Rh humanas transportan amoniaco. La comparación 
estructural entre AMTB procariota y la RhCG humana  ponen de manifiesto que 
ambas proteínas trabajan de acuerdo a dos mecanismos distintos (Baday et al., 
2013). 
En plantas se han descrito hasta la fecha cuatro subfamilias dentro de 
los AMTs. La mayoría de los transportadores se engloban en la subfamilia 
AMT1 (von Wirén et al., 2000a; Crawford y Forde, 2002; Loque y von Wirén, 
2004). En Chlamydomonas existen 8 miembros de la subfamilia AMT1 con 
diferentes localizaciones y regulación (González-Ballester et al., 2004). 
Cuando el amonio entra dentro de la célula, tiene a su vez que entrar en 
el cloroplasto para su asimilación por la GS-GOGAT cloroplástica (Howitt y 
Udvardi, 2000; von Wirén et al., 2000a). También el amonio producido en la 
mitocondria por fotorrespiración puede ser expulsado al citosol para su 
posterior asimilación (Córdoba et al., 1987; Wallsgrove et al., 1987; von Wirén 
et al., 2000a; Britto et al., 2001a; Britto et al., 2001b; Glass, 2003). Por último, 
se sabe que la vacuola puede funcionar como lugar de almacenamiento de 
amonio cuando alcanza niveles tóxicos para la célula. A pesar de este intenso 
flujo de amonio intracelular, únicamente existen pruebas moleculares de la 
presencia de transportadores que median este tránsito en la vacuola. Se han 
descrito dos transportadores, AtTIP2.1 y AtTIP2.3 que no pertenecen a la 
familia AMT, sino que son aquaporinas que se inducen en presencia de una 
fuente nitrogenada rica (Loqué et al., 2005). La falta de datos moleculares para 
el resto de los casos ha llevado a pensar que esos flujos se dan de forma 
pasiva, bien a favor de gradiente por difusión de la forma NH3, o bien mediante 
canales de difusión pasiva de NH3 o NH4+. Sin embargo, estudios in sílico 
parecen indicar que existen transportadores que poseen péptidos señal para el 
cloroplasto como es el caso de CrAMT1.2 (González-Ballester, 2005). 
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I.3. Asimilación del nitrógeno inorgánico intracelular. 
Consta de 4 fases: Entrada de nitrato a la célula, reducción de nitrato a 
nitrito por la NR en el citosol, reducción de nitrito a amonio por la NiR en el 
cloroplasto y por último, asimilación del amonio hasta esqueletos carbonados 
mediante el ciclo GS/GOGAT. 
 
Figura I.2. Pasos para la asimilación de nitrato a esqueletos carbonados. Tomado de 
Fernández y Galván, 2008. 
 
I.3.1. Nitrato reductasa. 
Es la enzima encargada de catalizar la reducción de nitrito a nitrato. En 
eucariotas, se trata de una proteína homodimérica que utiliza piridín 
nucleótidos como donadores de electrones. Cada subunidad está compuesta 
por un polipéptido de unos 100-120 kDa que contiene tres grupos prostéticos: 
FAD, hemo b557 (hemo) y cofactor de molibdeno (Moco), localizados en tres 
dominios funcionales (Zhou y Kleinhofs, 1996; Moura et al., 2004) (Fig. 1.3). 
	  
Figura I.3. Características estructurales de la NR de eucariotas. Se representan los 
dominios funcionales en una sola subunidad. En el esquema se representa el flujo de 
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electrones y la reacción que se lleva a cabo. Los mediadores indicados para la actividad 
terminal están reducidos por ditionito. 
 
Los genomas de hongos, levaduras y algas contiene generalmente un 
único gen que codifica la NR (Fu y Marzluf, 1987; Johnstone et al., 1990; 
Siverio, 2002; Fernández et al., 2009). Sin embargo, las plantas superiores 
pueden tener dos o más genes. Tanto Oryza sativa como Arabidopsis thaliana 
poseen dos, NIA1 y NIA2 (Kleinhofs y Warner, 1990; Capmbell, 1999).  
Esta enzima posee, además de la actividad fisiológica, otras dos 
actividades que se pueden ensayar in vitro por separado. La primera es la 
actividad NAD(P)H-deshidrogenasa o diaforasa, que cataliza la transferencia 
de electrones desde piridín nucleótidos hasta aceptores artificiales de 
electrones como el ferricianuro o citocromo c. Esta actividad no requiere 
cofactor de Molibdeno (MoCo). La segunda es la actividad terminal, que 
cataliza la transferencia de electrones desde donadores artificiales como 
flavinas, azul de bromofenol o viológenos (reducidos químicamente con 
ditionito) hasta el NO3-. En esta actividad no está implicado el FAD. 
I.3.2. Nitrito reductasa. 
La reducción de nitrito a amonio ocurre en el cloroplasto y está 
catalizada por la enzima nitrito reductasa (NiR). En plantas y algas la enzima se 
localiza en el estroma de los cloroplastos de los tejidos fotosintéticos y en los 
plastos de los tejidos no fotosintéticos (plantas). Los electrones son 
suministrados por la ferredoxina reducida (Fdred) generada como consecuencia 
del transporte electrónico fotosintético. En las raíces de plantas y en 
Chlamydomonas en oscuridad, las isoformas de Fd-NADP+ reductasa reducen 
a las isoformas de ferredoxina oxidada (Fdox) a partir del NADPH generado en 
el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, suministrando así el poder reductor 
para la reacción de la ferredoxina-NiR (Márquez et al., 2004; Jin et al., 1998). 
 
Figura I.4. Características estructurales de la NiR de eucariotas. Se representan el flujo de 
electrones y la reacción que cataliza. 
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 La NiR de algas, cianobacterias y plantas es un monómero de 
aproximadamente 63 KDa que contiene una agrupación sulfoférrica tipo [4Fe-
4S] y un sirohemo como grupos prostéticos (Fig. 1.4). 
La NiR puede estar codificada por dos genes, como es el caso de 
muchas plantas donde cada uno de estos genes es responsable de las 
isoformas de raíces y hojas, o un único gen, como es el caso de 
Chlamydomonas  (Monza y Márquez, 2004; Fernández et al., 2009). 
I.3.3. Ciclo GS/GOGAT. 
El amonio puede provenir de la reducción de nitrato/nitrito, del propio 
metabolismo celular o del transporte directo desde el exterior.  La incorporación 
de amonio a esqueletos carbonados tiene lugar a través del ciclo GS/GOGAT. 
Este ciclo consta de dos enzimas que funcionan en tándem, la glutamina 
sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT). 
La GS cataliza la incorporación de amonio a una molécula de glutamato 
para dar glutamina. Esta glutamina es usada por la GOGAT para la 
transferencia reductiva de un grupo amido al 2-oxoglutarato dando dos 
moléculas de glutamato. Una de estas moléculas se utiliza para reiniciar el ciclo 
mientras que la otra para la síntesis de otros aminoácidos y compuestos 
nitrogenados (Hirel et al., 1984; Monza y Márquez, 2004).  
 
En plantas como en Chlamydomonas, existen dos isoformas de GS que 
difieren en su localización intracelular, la GS1 citosólica, y la GS2 plastídica 
(Lam et al., 1996; Monza y Márquez, 2004).  
Tanto en plantas como en Chlamydomonas existen dos proteínas 
monoméricas con actividad GOGAT localizadas en el cloroplasto (NADH-
GOGAT y Fd-GOGAT). Estas enzimas podrían funcionar de modo 
compensatorio, para producir glutamato, en diferentes condiciones de 
crecimiento (autotróficas o heterotróficas) donde los donadores de electrones 
varían. Así, Fd-GOGAT es más abundante en la luz en cultivos sincronizados y 
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en amonio (Cullimore y Sims, 1981; Márquez et al., 1986; Martínez-Rivas et al., 
1991).	   
Aunque el ciclo GS-GOGAT es la vía de asimilación de amonio más 
importante, existen otras enzimas como la glutamato deshidrogenasa (GDH) o 
la asparragina sintetasa (AS) que pueden asimilar amonio en condiciones muy 
concretas, como puede ser una fotorrespiración intensa (Lam et al., 1996). 
Cuando el aporte de nitrógeno es alto, y se sobrepasan las cantidades 
necesarias para el crecimiento y desarrollo, o bien, cuando es necesario el 
almacenamiento de nitrógeno en semillas, las plantas acumulan arginina 
(Llácer et al., 2008). De hecho, en semillas, este aminoácido constituye el 40% 
del nitrógeno mientras que en algunos bulbos constituye hasta el 90% (Monza 
y Márquez, 2004). La arginina es un aminoácido rico en nitrógeno que puede 
formar copolímeros o proteínas de almacenamiento. El hecho de que la 
arginina funcione como molécula de almacenamiento hace pensar que ésta 
podría ser un buen candidato para actuar también como molécula indicadora 
del estado nitrogenado celular. En plantas la biosíntesis de arginina está 
regulada por proteínas PII, implicadas en controlar la asimilación de nitrógeno y 
el balance N-C (Llácer et al., 2008). Además la arginina es el sustrato para la 
actividad óxido nítrico sintasa que produce citrulina y NO desde arginina. En 
Chlamydomonas este aminoácido es el único para el que existe un mecanismo 
de transporte específico (Kirk y Kirk, 1978), por lo que su papel en el alga se 
supone que es de una importancia destacada. 
 
I.4. Regulación de la asimilación de nitrógeno inorgánico. 
I.4.1. Moléculas señalizadoras del estado nitrogenado. 
Para la asimilación de nitrato, el propio nitrato actúa como activador de 
la ruta mientras que el amonio lo hace como represor.  
En algunos organismos, parece que el nitrato puede funcionar como 
molécula señal ejerciendo su función activadora directamente (Crawford, 1995; 
Stewart y Bledsoe, 2003). Aunque mutantes incapaces de reducir nitrato 
sobreexpresan los transcritos de NIA1, NII1 y NRT2s sin necesidad aparente 
de la presencia de nitrato (Pouteau et al., 1989; Labrie et al., 1992; 
Kronenberger et al., 1993; Fernández et al., 1998), se ha demostrado que 
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concentraciones residuales de nitrato son capaces de activar la expresión de 
los genes implicados en su asimilación (Llamas et al., 2002; Rexach et al., 
2002; Navarro et al., 2003). En los últimos años se han descrito factores de 
transcripción que median esta respuesta debida al nitrato. Este es el caso de 
NIT2 en Chlamydomonas (Galván y Fernández, 2001; Llamas et al., 2002; 
Camargo et al., 2007) o de NLP7 en Arabidopsis (Castaings et al., 2009).  
En el caso de la señal negativa, se ha descrito en procariotas que la 
glutamina y el α-cetoglutarato son los encargados de mediar esta represión. De 
la misma forma, en hongos y levaduras se piensa que la concentración de 
glutamina intracelular juega un papel de señal represora, aunque parecen 
existir otras vías independientes (Marzluf, 1997; Schure et al., 2000; Siverio, 
2002). En plantas se conoce muy poco acerca de los mecanismos moleculares 
de esta regulación negativa por amonio, pero el uso de inhibidores de la 
asimilación de amonio parece indicar que ciertos aminoácidos como glutamina, 
glutamato o asparragina tienen un papel importante como efectores en esta 
represión (Sivaskar et al., 1997; Stitt, 1999; Rawat et al., 1999; Crawford y 
Forde, 2002; Glass, 2003; Sonoda et al., 2003a). En Chlamydomonas, el 
amonio no sólo tiene un efecto represor a nivel transcripcional y 
postranscripcional, sino que también tiene efecto inhibidor a nivel 
postraduccional. Esto es así para el transporte de nitrato/nitrito (Florencio y 
Vega, 1982; Florencio y Vega, 1983; Galván et al., 1991), actividad NR (Franco 
et al., 1984; Franco et al., 1987; Fernández et al., 1998), y transporte de 
amonio (Franco et al., 1988).  
El nitrito, no sólo no funciona como activador sino que en algunos casos 
se ha observado que actúa como represor. Este es el caso de AtNRT1.1 y 
CrNIA1 (Navarro et al., 2000; Loqué et al., 2003). 
I.4.2. El óxido nítrico (NO) como molécula esencial de señalización 
negativa. 
El NO es una molécula de señal que interviene en multitud de procesos 
biológicos en todos los organismos vivos. Aunque se identificó primero en 
plantas, su importancia se destacó con anterioridad en animales, donde 
participa en el mantenimiento del tono vascular, la señalización celular y la 
respuesta inmune entre otros. En las últimas dos décadas se ha disparado el 
interés por esta molécula en organismos fotosintéticos debido a su papel en un 
amplio abanico de procesos biológicos. El NO tiene un papel relevante en el 
Introducción 
El óxido nítrico y la asimilación de nitrógeno en Chlamydomonas 
11	  
crecimiento de las plantas, el metabolismo, el desarrollo y los procesos de 
defensa (Corpas, 2004; He et al., 2004; Neill et al., 2008; de Montaigu et al., 
2010; Fernández- Marcos et al., 2011; Yun et al., 2011). 
 La síntesis de NO puede darse por vías oxidativas o por vías de 
reducción. En animales parece que la principal vía de producción es oxidativa, 
debida a la actividad de las enzimas óxido nítrico sintasas (NOS) que 
convierten arginina en NO y citrulina. En plantas no se han identificado 
proteínas que presenten homología con la NOS de animales. En Arabidopsis 
se identificó una posible NOS (AtNOS1) (Guo et al., 2003), con homología a 
una proteína implicada en la generación de NO en caracol, pero que, 
posteriormente, se ha visto que no tenía actividad NOS y se ha descrito como 
una cGTPasa. Esta proteína, conocida ahora como AtNOA1 (nitric oxide 
associated), se ha demostrado que está localizada en plastidios y parece ser 
importante para el correcto funcionamiento de los ribosomas (Moreau et al., 
2008; Gas et al., 2009).  
 Recientemente se ha descrito la primera NOS en un organismo 
fotosintético, el alga verde Ostreococcus tauri, que tiene una conservación de 
un 45% con la NOS de humanos (Foresi et al., 2010). Pero estas enzimas, con 
todos los dominios propios de las de animales, no se encuentran en las 
búsquedas realizadas en los genomas secuenciados de plantas como 
Arabidopsis o algas verdes como Chlamydomonas, por lo que parece en 
principio más un rasgo específico del género Ostreococcus que algo extensible 
a organismos fotosintéticos. 
Se ha demostrado que el NO es un importante regulador de la vía de 
asimilación de nitrato en las plantas y algas (Du et al., 2008; Jin et al., 2009; de 
Montaigu et al., 2010; Rosales et al., 2011). En Chlamydomonas, se ha visto 
que los niveles máximos de NO se dan cuando están en el medio con nitrato y 
amonio (de Montaigu et al., 2010). 
Una de las fuentes de NO ampliamente descritas en plantas es la NR. 
Se ha demostrado, mediante experimentos in vitro, que esta enzima es capaz 
de reducir el nitrito hasta NO (Dean y Harper, 1988; Yamasaki y Sakihama, 
2000; Rockel et al., 2002; Sakihama et al., 2002). La eficiencia de esta reacción 
es de aproximadamente el 1% de su actividad, aunque se ve incrementada 
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cuando la concentración de oxígeno es baja y los niveles de nitrito altos 
(Rockel et al., 2002; Moreau et al., 2010).   
El NO es una molécula mensajera con una función muy importante en 
las células vegetales en multitud de procesos al que se le suma ahora, con los 
resultados de esta tesis, la regulación de la asimilación de nitrógeno.  
I.4.3. Modificaciones postraduccionales producidas por NO que 
modulan la actividad de ciertas proteínas. 
En plantas, el NO realiza su función de diferentes maneras, puede 
modular la actividad de adenilato ciclasas solubles (GC) y/o especies reactivas 
del oxígeno, produciendo la movilización de segundos mensajeros tales como 
el calcio y GMPc (Martínez-Ruiz et al., 2011). Pero también se pueden dar 
modificaciones postraduccionales directas por NO que actúan como 
mecanismos importantes de regulación. La S-nitrosilación es un proceso 
reversible en los que el NO reacciona con los grupos tiol de los residuos de 
cisteína (Wang, 2006; Martínez-Ruiz et al., 2011). Las actividades de 
nitrosilación y desnitrosilación pueden ser dependientes de enzima (Wang, 
2006; Benhar et al., 2009; Anand y Stamler, 2012) o independientes de estas 
(Fernhoff et al., 2009; Hill et al., 2010; Spadaro et al., 2010). Cada vez hay más 
ejemplos en la bibliografía de proteínas y procesos controlados por este tipo de 
modificaciones. De hecho, se han descrito más de 100 proteínas en 
Arabidopsis que pueden ser diana de nitrosilación (Lindermayr et al., 2005). 
Entre las proteínas dianas que se pueden activar por S-nitrosilación están 
algunas quinasas, como se ha descrito en animales (Rabkin et al., 2007; Zhang 
et al., 2010; Takata et al., 2011), que desencadenan una respuesta específica 
tras la modificación postraduccional.  Otra modificación mediada por el NO es 
la nitración, donde el NO reacciona con el superóxido (O2.-) para generar 
peroxinitrito (ONOO-), que interactúa con residuos de tirosina y aunque menos 
abundante, se ha relacionado con estrés tanto biótico como abiótico (Corpas et 
al., 2008). Esta modificación se considera irreversible en plantas, pero en 
mamíferos se ha visto una nitración de tirosina reversible para la glutamina 
sintetasa (GS) (Görg et al., 2007).  
Junto con la nitrosilación, la fosforilación es otro mecanismo rápido y 
reversible para controlar la actividad de ciertas proteínas. En Arabidopsis, el 
nitrato y el amonio dar lugar a diferentes patrones de fosforilación 
(Engelsberger y Schulze, 2011). El transportador de amonio de alta afinidad 
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AtAMT1.1 es inhibido por fosforilación después de un reabastecimiento de 
amonio o nitrato en el medio (Lanquar et al., 2009). En Hansenula polymorpha, 
el transportador de nitrato de alta afinidad YNT1, que perteneciente a la familia 
NRT2, se fosforila en condiciones deficientes de nitrógeno (Navarro et al., 
2008). La ubiquitinación también parece estar implicada en la degradación de 
NRT2.1 en Arabidopsis (Miller et al., 2007), que podría ser el paso siguiente a 
la fosforilación de la proteína. La enzima NR de plantas se inhibe por la 
fosforilación de un residuo de serina y posteriormente se une a proteínas 14-3-
3, interfiriendo de este modo en la transferencia de electrones al sustrato 
(Mackintosh y Meek, 2001; Lambeck et al, 2012). La NR de Chlamydomonas 
no es modificada por fosforilación y unión a proteínas 14-3-3 (Pozuelo et al., 
2001), pero si parece estar regulada por mecanismos redox (Franco et al., 
1987). Sin embargo , la GS de plantas y Chlamydomonas se fosforilan y unen a 
las proteínas 14-3-3 (Finnemann y Schjoerring, 2000; Pozuelo et al., 2001; 
Lima et al., 2006). Por último, la nitrito reductasa (NiR) no parece tener ninguna 
regulación postraduccional.  
La regulación postraduccional por NO ha sido estudiada en otras NRs de 
plantas. En hojas de trigo, la enzima es inhibida por el NO (Rosales et al., 
2011) mientras que la NR de la col se activa (Du et al., 2008). En raíces de 
tomate, la inhibición o activación de la actividad NR por NO depende de las 
concentraciones de nitrato (Jin et al., 2009). 
El NO provoca la nitración de una tirosina de GS en nódulos de 
Medicago truncatula  llevando a la inactivación de la enzima (Melo et al., 2011), 
por lo que según el organismo, la actividad GS puede estar regulada por NO o 
proteínas 14-3-3. 
I.4.4. Factores de transcripción implicados en la regulación de la 
asimilación de nitrógeno. 
La adaptación al medio por variaciones de la fuente de nitrógeno implica 
una cascada de transmisión de señales intracelulares hasta los factores de 
transcripción, que dan lugar a los cambios necesarios en la expresión génica 
diferencial. 
En hongos y levaduras, estos factores de la familia GATA se unen a los 
promotores de genes implicados en la asimilación de nitrógeno en condiciones 
deficitarias. Se requiere la interacción de dos de estos factores para la 
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transcripción de genes de la asimilación de nitrógeno. Cuando existe exceso de 
nutrientes entran en juego otras proteínas, como URE2 en el caso de 
Saccharomyces o KapK en Aspergillus, que interaccionan con los factores de 
transcripción, secuestrándolos en el citoplasma (Bernreiter et al., 2007; Georis 
et al., 2009). Este tipo de regulación está mediada en algunos organismos, 
como Saccharomyces, por fosforilación/desfosforilación de los factores de 
transcripción (Cooper, 2002) 
En plantas se han descrito muchos reguladores de la expresión génica 
implicados en la regulación de la asimilación de nitrógeno y de diferentes 
familias, entre ellos los perteneciente a la familia GATA descrita en hongos y 
levaduras, implicados en diversas funciones como el control del crecimiento de 
las raíces laterales en función del estado nitrogenado (ANR1) (Zhang y Forde, 
1998), la integración del metabolismo N/C (GNC y DOF) (Zhang et al., 2005; 
Gutiérrez et al., 2008), la integración del metabolismo del nitrógeno con la luz 
(HY5/HYH) (Lillo, 2008) o la coordinación del metabolismo del nitrógeno con los 
ritmos circadianos (CCA1) (Gutiérrez et al., 2008). Más recientemente se ha 
identificado en Arabidopsis un factor de transcripción (NLP7, NIN-like protein 7) 
que es homólogo a NIT2 de Chlamydomonas, y que parece estar directamente 
relacionado con la asimilación y la señalización de nitrato (Castaings et al., 
2009). 
En Chlamydomonas, se ha identificado un factor de transcripción 
esencial para la asimilación de nitrato, NIT2 (Camargo et al., 2007). Éste 
controla la expresión de buena parte de los genes implicados en la asimilación 
de nitrógeno inorgánico (NRT2.1, NRT2.2, NRT2.3, NAR2, NIA1, NII1, NAR1.1, 
NAR1.6 y AMT1.1). Los mutantes afectados en NIT2 son incapaces de crecer 
en nitrato o nitrito (Camargo et al., 2007; Fernández y Galván, 2008). Este 
factor de transcripción presenta en su extremo N-terminal un dominio GAF 
(“cGMP-specific and stimulated phosphodiesterases, Anabaena adenylate 
cyclases and Escherichia coli FhlA”), que podría unir moléculas reguladoras 
tales como oxoglutarato, óxido nítrico ó GMPc (Rybalkin et al., 2003; Busch et 
al., 2005; Little et al., 2003). También, seguido al dominio GAF, NIT2 tiene una 
secuencia de exportación nuclear (NES), un dominio de cremallera de leucina, 
regiones ricas en Gln y Ala y, al igual que NLP7, presenta un dominio RWP-RK, 
típico de algunas proteínas reguladoras de procesos relacionados con el 
nitrógeno (Lin y Goodenogh, 2007). 
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NIT2 se une a la región promotora de NIA1 regulando su expresión 
(Loppes y Radoux, 2002; Camargo et al., 2007). El gen NIT2 está regulado 
negativamente por amonio y es el único regulador esencial para la asimilación 
de nitrato que se ha identificado en el escrutinio de la colección de mutantes 
insercionales de Chlamydomonas  (González-Ballester et al., 2005). 
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral son: 
1) El estudio de la regulación por NO del transporte de alta afinidad de amonio 
(HAATs), nitrato/nitrito (HAN/NiT) y de la nitrato reductasa (NR). 
2) La caracterización de 4 hemoglobinas truncadas (THB1-4) de 
Chlamydomonas y su posible regulación por la fuente de nitrógeno y por el 
gen NIT2 para comprender su implicación en el metabolismo del N. 
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Capítulo 1. Inhibición por NO de la asimilación de nitrato y 
amonio. 
 
El objetivo de este primer capítulo es el estudio de la regulación negativa 
por óxido nítrico (NO) sobre enzimas y proteínas implicadas en la ruta de 
asimilación de nitrato a nivel postraduccional. Los transportadores de amonio 
de alta afinidad (AMT1.1, AMT1.2), el transportador de nitrato de alta afinidad 
(NRT2.1/NAR2), así como la nitrato reductasa (NIA1) se inhibieron por NO. Por 
el contrario, enzimas de la ruta como la nitrito reductasa y glutamina sintetasa 
no se vieron afectadas por la acción del óxido nítrico. 
 
1.1. Regulación postraduccional del transporte de amonio de alta afinidad. 
  
1.1.1. Regulación del transporte de amonio de alta afinidad por NO. 
 
En estudios previos, se ha demostrado que el NO disminuye la 
expresión de los transportadores de amonio de alta afinidad CrAMT1.1 y 
CrAMT1.2  y que en esta ruta de represión participa el  GMPc (de Montaigu et 
al,. 2010). Además, el NO produce una inhibición rápida y reversible sobre la 
actividad de transporte de amonio de alta afinidad que implicaría una 
modificación postraduccional de los transportadores (Sanz-Luque, Tesis 
Doctoral 2011). En este capítulo se ha completado y profundizado sobre los 
efectos del NO sobre dicha actividad de transporte.  
 
La regulación de la actividad del transporte de amonio de alta afinidad 
por NO se estudió mediante experimentos en los que incubábamos las células 
de Chlamydomonas durante 3 horas en medios sin nitrógeno, para inducir su 
expresión (González-Ballester et al., 2004). A continuación, se añadía 100 µM 
de amonio y se procedía a medir el consumo de este amonio. Tras 5 minutos 
de iniciar el consumo se añadía el donador de NO DEA-NONOato a diferentes 
concentraciones (2,5, 5 y 20 µM). Como muestra la Fig. 1.1, la actividad de 
consumo de amonio se inhibió por NO de modo dependiente de la 
concentración del donador, obteniéndose una inhibición máxima con 20 µM 
que duró aproximadamente 30 minutos. A concentraciones bajas del donador 
(2,5 µM) había una inhibición total del consumo de amonio a tiempos cortos (10 
min), recuperándose a continuación la actividad de transporte. Es decir, la 
inhibición por NO era transitoria y el consumo de amonio comenzaba cuando 
desaparecía o disminuía la concentración de NO. 
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Figura 1.1. Efecto del DEA-NONOato sobre la actividad de transporte de amonio de alta 
afinidad. El transporte de alta afinidad se indujo incubando los cultivos en cada caso en medio 
sin nitrógeno durante 3 h. Después de este tiempo se añadía 100 µM de amonio y se media su 
desaparición del medio con el tiempo. La flecha indica el punto en que se añadieron 2.5, 5 y 20 
µM de DEA-NONOato.  
   
Figura 1.2. El NO inhibe transporte de amonio de alta afinidad. Las condiciones 
experimentales son las que se indican en la Fig. 1.1. La flecha indica el tiempo al que se 
añadieron a los cultivos 20 µM de DEA-NONOato, 20 µM de Sulfo-NONOato, o bien se 
mantuvieron los cultivos  controles.   
 
Dado que el DEA-NONOato libera NO de forma muy rápida y que la vida 
media del NO es corta (Li y Lancaster, 2009), estos datos indican que el 
consumo de amonio de alta afinidad es muy sensible a NO y que esta 
inhibición es inmediata y persiste siempre que haya NO en el medio. El efecto 
transitorio del NO puede ser debido a una metabolización rápida por 
conversión espontánea a nitrito (NO2-), y/o a una reducción mediada por una 
citocromo P450 NO-reductasa (Gérin et al., 2010). En cuanto al mecanismo de 
inhibición reversible pueden proponerse: 1) degradación/síntesis de proteínas, 
2) fosforilación/desfosforilación o 3) nitrosilación/nitración. 
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1.1.2. La inhibición reversible del consumo de amonio de alta 
afinidad por NO no involucra degradación/síntesis de proteínas.	  
Para conocer si esta regulación reversible involucra degradación/síntesis 
de proteínas, se realizó el experimento indicado en la Fig. 1.3. Las células de 
Chlamydomonas se indujeron en medios sin nitrógeno durante 3 horas y 1 hora 
antes del término del tiempo de inducción se añadió cicloheximida (CHX), como 
inhibidor de síntesis de proteínas (Díaz-Troya et al., 2011). A continuación, se 
procedió a determinar la actividad de consumo de amonio y el efecto del NO, 
según se indicó anteriormente. Como muestra la Fig. 1.3, el NO inhibía 
totalmente el consumo de amonio pero vuelve a recuperarse dicha actividad 
después de 25 minutos. Puesto que en las condiciones ensayadas, en 
presencia de CHX, no hay síntesis de proteínas, esta inhibición por NO y la 
posterior recuperación no involucra degradación y síntesis de proteínas.  
  
Figura 1.3. La cicloheximida no afecta a la inhibición reversible por NO del consumo de 
amonio. El transporte de amonio de alta afinidad se indujo incubando los cultivos en medio sin 
nitrógeno durante 3 h. Una hora antes del término del tiempo de inducción se trató con 10 µg 
ml-1 de cicloheximida. Después de este tiempo y 5 min después de añadir los 100 µM de 
amonio se añadió 20 µM de DEA-NONOato. Se muestra el consumo de amonio en función del 
tiempo con y sin NO. 
 
1.1.3. Efecto del S-Nitrosoglutatión sobre el consumo de amonio. 
 
Se ha estudiado el efecto del S-Nitrosoglutatión (GSNO) como otro 
donador de NO (Fig. 1.4). En este caso eran necesarias concentraciones más 
altas del donador para inhibir el consumo de amonio. A 100 µM de GSNO,  la 
inhibición era total y se mantenía durante todo el tiempo que duró el 
experimento. A 50 µM de GSNO, el consumo de amonio se inhibía 
parcialmente y esta inhibición también se mantenía prácticamente a lo largo del 
experimento. Es decir, las diferencias con el DEA-NONOato son que se 
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observan inhibiciones parciales desde que se añade GSNO, y que la 
recuperación de la actividad de consumo es mínima o nula. Estos resultados se 
pueden explicar por las diferencias entre estos dos compuestos para liberar NO. 
Mientras que la vida media del DEA-NONOato es corta y libera NO de forma 
explosiva, el GSNO libera NO de forma lenta y continua pudiendo 
mantenererse concentraciones específicas del donador durante el tiempo 
(Floryszak-Wieczorek et al., 2006). Aunque no podemos saber la concentración 
exacta que se alcanza de NO en los medios, los resultados indican que el 
consumo de amonio de alta afinidad en Chlamydomonas es muy sensible a NO, 
probablemente responde a concentraciones muy inferiores a 2,5 µM. 
      
Figura 1.4. Efecto del GSNO en el consumo de amonio de alta afinidad. El consumo de 
amonio se determinó como se indicó anteriormente. La flecha muestra el momento en que se 
añade GSNO. 
 
1.1.4. El NO inhibe el consumo de amonio en un modelo 
independiente de GMPc y peroxinitrito. 
En Chlamydomonas, se ha identificado una guanilato ciclasa 
dependiente de NO, CYG56, que media la regulación negativa de genes para 
la asimilación de nitrato y transportadores de amonio AMT1.1 y AMT1.2 (de 
Montaigu et al., 2010). Puesto que el NO inhibe la actividad de consumo de 
amonio de alta afinidad y de forma reversible, es posible que el cGMP sea un 
intermediario de esa ruta de señalización. Para determinar si el cGMP 
interviene en la regulación del consumo de amonio se realizaron ensayos 
diferentes con compuestos farmacológicos que modifican los niveles de cGMP 
como IBMX y ODQ. 
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Tratamientos de las células con IBMX (isobutilmetilxantina) daría lugar a 
aumentos de cGMP ya que es un inhibidor fosfodiesterasas (PDEs) (de 
Montaigu et al., 2010). El ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-ona) 
es un inhibidor de Guanilato Ciclasas solubles lo que llevaría a una disminución 
en la producción de cGMP (Zhao et al., 2000). 
Se vio que el tratamiento con IBMX no afectaba al consumo de amonio 
(Fig. 1.5). En este caso, las células fueron tratadas con 1mM de IBMX durante 
10 minutos antes de añadir el amonio al medio. 
   
Figura 1.5. Efecto del IBMX sobre el consumo de amonio. Los cultivos estuvieron 3 h en 
medios sin nitrógeno para inducir los sistemas de transporte. El transporte comenzó con la 
adición de 100 µM de amonio. 
 
Los tratamientos con ODQ se realizaron en condiciones efectivas para 
inhibir la actividad Guanilato ciclasa pero que no sean tóxicas para las células 
de Chlamydomonas (de Montaigu et al., 2010). En estos experimentos se 
pretendía ver si el ODQ contrarrestaba la inhibición por NO, al bloquear 
Guanilato Ciclasas dependientes de NO. Se realizó un experimento donde 
tratamos con ODQ 5 µM y NO 7,5 µM. Los resultados mostrados en la Fig. 1.6 
indican que el ODQ no previene de la inhibición por NO sino que potencia el 
efecto inhibidor de este. Además, el ODQ por sí sólo ya afectaba al consumo 
de amonio. Puesto que el ODQ puede funcionar como un inhibidor no selectivo 
de proteínas que contengan grupo hemo, éste puede estar bloqueando otras 
proteínas con grupos hemo involucradas en el metabolismo del NO que 
podrían estar aumentando estos niveles afectando de esta manera a los 
transportadores de alta afinidad.  
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Figura 1.6. Efecto del ODQ y NO en el consumo de amonio. Los cultivos estuvieron 3 h en 
medios sin nitrógeno para inducir los sistemas de transporte. Los tiempos de pretratamiento 
antes de empezar el transporte fueron de 15 min para el ODQ y 5 min para el DEA-NONOato. 
El transporte comenzó con la adición de 100 µM de amonio.  
 
Los resultados anteriores sugieren que el cGMP no participa en la ruta 
de inhibición por NO. Una tercera posibilidad es que a nivel intracelular el NO 
puede reaccionar con el anión superóxido, generando peroxinitrito, una especie 
muy reactiva que produce la nitración de residuos de tirosina (Moreau et al., 
2010). Para comprobar esta hipótesis se utilizó el donador de peroxinitrito SIN-
1. Las células fueron tratadas con 100 µM de SIN-1, que sin embargo, como 
vemos en la Fig. 1.7, no se afectaba el consumo de amonio. 
                
Figura 1.7. Efecto del SIN-1 100 µM en el transporte de amonio. Los cultivos estuvieron 3 h 
en medios sin nitrógeno para inducir los sistemas de transporte. Los tiempos de pretratamiento 
antes de empezar el transporte fueron de 15 min para el SIN-1. El transporte comenzó con la 
adición de 100 µM de amonio. 
 
1.1.5. Consumo de amonio en la estirpe mutante cyg56. 
 
Al ser cyg56 un mutante de una Guanilato ciclasa soluble dependiente 
de NO, esta estirpe nos brindaba la posibilidad de analizar su actividad de 
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consumo de amonio y el efecto del NO. Como se ve en la Fig.1.8, el NO inhibió 
el consumo de amonio en el mutante de la misma forma que ocurrió en la cepa 
silvestre. Por lo tanto, los experimentos en los que se utiliza el mutante cyg56 
sugieren que los transportadores de alta afinidad se inhibieron por NO de forma 
independiente a la Guanilato ciclasa soluble CYG56. 
  
Figura 1.8. Efecto del NO en el consumo de amonio en el mutante cyg56. Los cultivos 
estuvieron 3 h en medios sin nitrógeno para inducir los sistemas de transporte. La flecha indica 
el momento en el que se añade el DEA-NONOato. El transporte comenzó con la adición de 100 
µM de amonio. 
 
 
1.2. Regulación postraduccional del consumo de nitrato y nitrito de alta 
afinidad por NO.  
 
El efecto del NO sobre los transportadores de nitrato y nitrito de alta 
afinidad (HAN/NiT) se estudió en experimentos en los que se inducían las 
células durante 3 horas en medios con nitrato (Galván et al., 1996). Los 
experimentos de transporte de nitrato y nitrito se hicieron en medios que 
contenían 50 µM de nitrato y 100 µM de nitrito, respectivamente (Fig. 1.9). Se 
usaron concentraciones más bajas de DEA-NONOato (5 µM) con respecto a 
los estudios de consumo de amonio, para evitar la sobreproducción de nitrito 
debida a la oxidación del NO. De la misma forma que en los experimentos de 
consumo de amonio, el donador de NO se añadió a los 5 minutos de comenzar 
con el consumo de nitrato y nitrito. Como muestra la Fig.1.9, ambas actividades 
de consumo se inhibían totalmente por NO en los primeros minutos, pero un 
tiempo más tarde (a los 30 minutos), se recuperaba el consumo. Como 
tratamiento control, el SNO no afectaba estas actividades de consumo. 
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Figura 1.9. El NO inhibe el consumo de nitrato y nitrito de alta afinidad. Las células de 
Chlamydomonas se cultivaron en medios con amonio y estuvieron 3 h en medios con nitrato 
para inducir los sistemas de transporte. Después de la inducción, las células se lavaron para 
retirar completamente el nitrato del medio y se añadió 50 µM de nitrato (A) o 100 µM de nitrito 
(B). Las flechas muestran el momento en que se trató con DEA-NONOato y sulfo-NONOato 
como control a las concentraciones indicadas en la figura. En los tiempos indicados, se 
determinaron las concentraciones de nitrato y nitrito del medio.  
 
 Como ocurría para el consumo de amonio, la reversibilidad de la 
actividad de consumo era independiente de la síntesis de nueva proteína como 
se demuestra mediante el uso de CHX (Fig. 1.10). 
 
 Los patrones de recuperación del consumo de nitrato eran similares al  
consumo de amonio [Fig. 1.3 y 1.10(A)], donde la inhibición era total en las 
primeros minutos, se producía una recuperación parcial a los 30 min, y la 
recuperación era total a tiempos superiores. Sin embargo, en el caso del 
consumo de nitrito el efecto inhibidor del NO es más persistente [Fig. 1.10(B)]. 
La transformación espontánea de NO en NO2- o bien la generación de NO a 
partir de NO2‒ por una oxidasa alternativa mitocondrial podría explicar este 
resultado (Tischner et al., 2004). 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0
20
40
60
80
100
120
Control + DEANONOato 5 !M + SNO 5 !M
Tiempo (min)
%
 N
itr
at
o 
en
 e
l m
ed
io
(A)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0
20
40
60
80
100
120
Control + DEANONOato 5 !M + SNO 5 !M
Tiempo (min)
%
 N
itr
ito
 e
n 
el
 m
ed
io
(B)
Resultados. Capítulo 1 
El óxido nítrico y la asimilación de nitrógeno en Chlamydomonas 
27	  
   
Figura 1.10. El NO inhibe el consumo de nitrato y nitrito de forma reversible e 
independiente de síntesis de proteína. El transporte de alta afinidad se indujo incubando los 
cultivos en cada caso en medio con nitrato durante 3 h. Una hora antes del termino del tiempo 
de inducción se trató con 10 µg ml-1 de cicloheximida. Después de este tiempo y 5 min después 
de añadir los 50 µM de nitrato (A) y 100 µM de nitrito (B) se añadió 5 µM de DEA-NONOato. Se 
muestra el consumo de nitrato y nitrito en función del tiempo con y sin NO. 
 
 
1.3. El NO inhibe la actividad Nitrato Reductasa de manera reversible y 
requiere de la integridad celular. 
 
Cuando se determina el consumo de nitrato, nitrito o amonio, la actividad 
de consumo es el resultado de su transporte, mediado por transportadores 
específicos, y la metabolización del substrato transportado. En el caso del 
consumo de amonio se trataría de transportadores específicos de amonio (ej 
AMT1.1 y AMT1.2) y de la actividad glutamina sintetasa. En el caso del nitrato 
se trataría de transportadores específicos de nitrato (NRT2.2/NAR2) o 
biespecíficos de nitrato /nitrito (NRT2.1/NAR2) y de la actividad nitrato 
reductasa. En el caso del consumo de nitrito se trataría de transportadores 
específicos de nitrito (ej. NRT2.3), biespecíficos de nitrato /nitrito 
(NRT2.1/NAR2) y de la nitrito reductasa (Fernández et al., 2007). La inhibición 
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por NO sobre el consumo de fuentes de nitrógeno inorgánico amonio, nitrato y 
nitrito puede estar ocurriendo a nivel del transportador, de la enzima que 
metaboliza el substrato o de ambos. Con el objeto de discernir si el NO regula 
la actividad de los transportadores o de las enzimas, se realizaron los 
experimentos que se indican a continuación. 
 
1.3.1. El NO inhibe la actividad NR de manera independiente al 
GMPc y peroxinitrito. 
 
Se estudió el efecto del NO sobre la actividad nitrato reductasa (NADPH-
NR) así como su posible mecanismo de inhibición. La actividad NADPH-NR fue 
determinada en extractos celulares después del tratamiento de las células de 
Chlamydomonas con donadores de NO. Usando 20 µM de DEA-NONOato se 
producía una inhibición rápida de hasta un 60 % de la actividad NR, tras 10 
minutos del tratamiento [Fig. 1.11(A)]. Ninguno de los controles, tratamientos 
con sulfoNONOato o nitrito afectaba la actividad NR. El GSNO, donador lento 
de NO, fue usado a las concentraciones de 50 y 100 µM ya que 
concentraciones más bajas no producían efecto alguno [Fig. 1.11(B)]. El GSNO 
inhibía la actividad NR en función del tiempo, de modo que tras 40 minutos de 
tratamiento de las células con GSNO, se inhibía un 60 % la actividad NR. 
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Figura 1.11. Efectos in vivo de los donadores de NO en la actividad NADPH-NR de 
Chlamydomonas. Las células de Chlamydomonas se indujeron en medios que contenían 4 
mM de nitrato durante 3 horas y después se añadieron los siguientes compuestos químicos: (A) 
20 µM de DEANONOato , SNO y nitrito (B) 50 y 100 µM de GSNO. En los tiempos indicados, 
se recogieron las células, se obtuvieron extractos y se determinó la actividad NADPH-NR. 
 
Como se deduce de los experimentos con cicloheximida, la inhibición de 
la actividad nitrato reductasa también era reversible y esto no se debía a una  
degradación de la enzima en respuesta a NO y su posterior síntesis tras su 
desaparición (Fig. 1.12). Células incapaces de sintetizar proteína de novo 
empezaron a recuperar la actividad NR pasados unos 20 minutos, indicando 
que la desaparición o disminución de la concentración de NO hace que la 
proteína inhibida vuelva a su forma activa. La actividad NR aumentaba con el 
tiempo en cultivos no tratados con cicloheximida debido a la síntesis de novo 
de proteína [Fig. 1.12(B)]. 
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Figura 1.12. La recuperación de la actividad NADPH-NR no requiere síntesis de proteína. 
La actividad NR se indujo incubando los cultivos en medio con nitrato 4mM durante 3 h, 
después se añadió el DEA-NONOato a las concentraciones de 5, 10 y 20 µM. Una hora antes 
del termino del tiempo de inducción se trató con 10 µg ml-1 de cicloheximida en cada caso. (A) 
con CHX y (B) sin CHX. A los tiempos indicados, se recogieron las células y se determinó la 
actividad NADPH-NR en los extractos celulares.  
  
Los tratamientos de las células de Chlamydomonas con IBMX o SIN-1 
no tuvieron ningún efecto en las actividad NR (Fig 1.13), lo que indica que esta 
inhibición se produce de una forma independiente de GMPc y peroxinitrito.  
 
   
Figura 1.13. Efectos del IBMX y SIN-1 en la actividad NADPH-NR de Chlamydomonas.  
Las células de Chlamydomonas se indujeron en medios que contenian 4 mM de nitrato durante 
3 horas y después se añadieron los siguientes compuestos químicos: 1mM de IBMX, como 
inhibidor de fosfodiesterasas y 100 µM de SIN-1, como donador de peroxinitrito. En los tiempos 
indicados, se recogieron las células y se determinó la actividad NADPH-NR desde extractos 
celulares.  
 
 Además, en el mutante cyg56, el NO inhibía la actividad NR de forma 
similar a la estirpe silvestre (Fig. 1.14). Este resultado sugiere que CYG56 no 
tiene un efecto claro en la regulación de la actividad NR por NO.  
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Figura 1.14. Efecto del NO en la actividad NADPH-NR del mutante cyg56 de 
Chlamydomonas. Las células de Chlamydomonas se indujeron en medios que contenían 4 
mM de nitrato durante 3 horas y después se añadió 20 µM de DEANONOato. En los tiempos 
indicados, se recogieron las células y se determinó la actividad NADPH-NR desde extractos 
celulares.  
 
1.3.2. La inhibición por NO de la actividad NR requiere de la 
integridad celular. 
Los datos presentados hasta ahora sobre la inhibición reversible por NO 
sobre el consumo de amonio, nitrato, nitrito y actividad NR se han obtenido en 
tratamientos in vivo de las células. Esta inhibición reversible es independiente 
de la síntesis de novo de proteínas, de cGMP, no involucra nitración de 
proteínas ni parece estar mediada por CYG56. La utilización de una enzima 
pura, en este caso la NR, nos brindaba la oportunidad de profundizar en el 
mecanismo inhibidor del NO. 
Utilizamos la NR recombinante de Chlamydomonas expresada en E. coli. 
La enzima purificada no se inhibía por NO a concentraciones de hasta 50  µM 
de DEA-NONOato [Fig. 1.15(A)]. Cuando los tratamientos con DEA-NONOato 
(100 y 200 µM) se realizaron sobre cultivos  de E. coli que sobreexpresaban la 
NR de Chlamydomonas, tampoco se obtenía inhibición de la actividad [Fig. 
1.15(A)]. 
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Figura 1.15. La integridad celular es necesaria para la inhibición de la actividad NADPH-
NR de Chlamydomonas por NO. (A) Se utilizó CrNR purificada de bacterias para ensayos “in 
vitro” añadiendo concentraciones de 25 y 50 µM de DEA-NONOato durante 15 minutos antes 
de la determinación de la actividad NR. (B) Las células de Chlamydomonas se indujeron en 
nitrato durante 3 h y se trató con DEA-NONOato durante 10 minutos de dos maneras distintas: 
usando las células vivas por una parte y produciendo la lisis celular en otras muestras por otra 
parte. Después se procedió a la determinación de las actividades. 
 
Volviendo al sistema de Chlamydomonas, comparamos el efecto del NO 
sobre la actividad NR cuando se trataban las células vivas frente a los 
tratamientos que se realizaban en extractos celulares [Fig. 1.15(B)]. El 
resultado obtenido mostraba que el NO no inhibía la actividad NR de extractos 
de Chlamydomonas. Estos datos permiten sugerir la necesidad de algún 
componente o estructura celular para la correcta inhibición por NO de la 
actividad NR in vivo pero no in vitro. 
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1.4. El NO no afecta a las actividades Nitrito Reductasa y Glutamina 
Sintetasa. 
 
Se ha estudiado si el NO regula de manera postraduccional las 
actividades NiR y GS como hemos visto que ocurría con la actividad NR en 
tratamientos in vivo. Después de tratar las células con DEA-NONOato durante 
10 y 20 minutos, se obtuvieron extractos en donde se determinaron las 
actividades NiR y GS. Como se muestra en la Fig. 1.16 ni la actividad NiR (A) 
ni la actividad GS (B) se afectaba por NO. En el caso de la NiR se trata de una 
única enzima codificada por un único gen, en Chlamydomonas. En el caso de 
la GS, se han descrito cuatro genes en el genoma del alga que codificarían 
diferentes isoformas, siendo la isoforma plastídica GS2 la más abundante 
(Chen y Silflow, 1996; Fernández y Galván, 2008). Nuestros datos indican que 
el NO no afectó a la actividad GS total y presumiblemente no afectaría a la 
forma mayoritaria. Sin embargo, no se puede descartar si afecta a alguna 
forma minoritaria. 
 
Figura 1.16. Efectos del NO sobre las actividades NiR y GS. Para las actividades NiR y GS 
se indujeron los cultivos en medio con nitrato 4mM durante 3 h, después se añadió el DEA-
NONOato a la concentración de 20 µM para la actividad NiR y para la actividad GS, además se 
muestran sus respectivos controles sin tratar, con nitrito y con SNO. En los tiempos indicados, 
se recogieron las células y se determinaron las actividades NiR y GS en extractos celulares.  
 
 
 
 
1.5. Potenciales cisteínas nitrosilables en los transportadores de amonio, 
nitrato y nitrito. 
 
La nitrosilación de proteínas es un mecanismo generalizado por el que el 
NO participa en mecanismos de transducción de señales en las células. Dicha 
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nitrosilación consiste en la incorporación de un grupo nitroso en el grupo tiol de 
las cisteínas (S-nitrosilación).  
 
Para predecir cisteínas nitrosilables en los transportadores de estudio en 
este trabajo, hemos utilizado el programa GPS-NO 1.0 (Xue et al., 2010, 
http://son.biocuckoo.org). Dentro de los programas desarrollados para este 
propósito, GPS-NO 1.0 tiene un alto valor predictivo (Kovacs y Lindermayr, 
2013). El análisis de proteínas de Chlamydomonas permite proponer 
potenciales sitios de S-nitrosilación en AMT1.1, AMT1.2, NRT2.2 y NAR2 de 
Chlamydomonas (Figs. 1.17 a 1.20). En cambio, NRT2.1 no presentaba 
ninguna cisteína nitrosilable. Además, estos motivos de nitrosilación se han 
comparado con proteínas homólogas de plantas y en la mayoría de ellas se 
conservan. 
 
En el caso de los AMTs de Arabidopsis, estas proteínas forman una 
estructura trimérica (Ludewig et al., 2003; Conroy et al., 2004) y mediante 
interacciones intermoleculares entre sus subunidades regulan su actividad 
(Loqué et al., 2007). Se han visto ciertas cisteínas localizadas en la región N-
terminal que están implicadas en la estabilización de los oligómeros. De hecho, 
la sustitución de estas cisteínas conlleva a una disminución de la capacidad del 
transporte (Graff et al., 2011). Curiosamente, algunos de estos residuos de 
cisteína son diana de S-nitrosilación de acuerdo al programa GPS-NO 1.0 y se 
conservan en Chlamydomonas (Fig. 1.17). Además de esta región N-terminal, 
a lo largo de las proteínas AMT de plantas y Chlamydomonas se conservan 
otras cisteínas nitrosilables (Fig. 1.18). 
Para los transportadores NRT2 de Arabidopsis  se identifican dos 
cisteínas nitrosilables en las subunidades AtNRT2.1 y AtNRT2.2, ambos 
conservados (Fig. 1.19). En el caso de Chlamydomonas, se identifica una 
cisteina nitrosilable en la posición 144 de la secuencia de NRT2.2, pero 
ninguna en NRT2.1 (Fig. 1.19). Estos transportadores, tanto en el caso de 
Arabidopsis como de Chlamydomonas requieren de un segundo componente 
NAR2 absolutamente necesario para la actividad de transporte con alta 
afinidad (Galván et al., 1996; Zhou et al., 2000; Orsel et al., 2006). El programa 
GPS-NO 1.0 predice una cisteína nitrosilable en la posición 69 en la secuencia 
de NAR2 de Chlamydomonas (Fig. 1.20). Esta C69 no está conservada en los 
NAR2 de plantas. Sin embargo en los NAR2 de plantas también se pueden 
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identificar  otras cisteínas nitrosilables, una de ellas conservada entre los NAR2 
de plantas y del alga Ostreococcus tauri. 
 
 
Figura 1.17. Alineamiento de secuencias N-terminal de los AMTs y localización de 
cisteínas nitrosilables. Las cisteínas implicadas en la estabilización de los trímeros están 
marcadas en rojo. Las cisteínas con un alto “score” de ser nitrosiladas de acuerdo al programa 
GPS-NO 1.0 están en negrita y subrayadas. Se usaron secuencias para el alineamiento de: 
AtAMT1.1 (NP_193087.1), AtAMT1.2 (NP_176658.1), AtAMT1.3 (NP_189073.1) de 
Arabidopsis thaliana, LeAMT1.1 (P58905.1), LeAMT1.2 (NP_001234253.1) de Lycopersicum 
esculentum, OsAMT1.1 (AAL05612.1), OsAMT1.2 (AAL05613.1), OsAMT1.3 (AAL05614.1) de 
Oryza sativa, LjAMT1.1 (CAC10555.1) de Lotus japonicus y CrAMT1.1 (XP_001697504.1), 
CrAMT1.2 (XP_001692671.1) de Chlamydomonas reinhardtii. 
 
 
 
 
 
Figura 1.18. Alineamiento de regiones especificas de los AMTs con cisteínas 
nitrosilables conservadas. Las cisteínas nitrosilables están marcadas en rojo. Se usaron 
secuencias para el alineamiento de : AtAMT1.1 (NP_193087.1), AtAMT1.2 (NP_176658.1), 
AtAMT1.3 (NP_189073.1) de Arabidopsis thaliana, LeAMT1.1 (P58905.1), LeAMT1.2 
(NP_001234253.1), LeAMT1.3 (NP_001234216.1) de Lycopersicum esculentum, OsAMT1.1 
(AAL05612.1), OsAMT1.2 (AAL05613.1), OsAMT1.3 (AAL05614.1) de Oryza sativa, LjAMT1.1 
(CAC10555.1) de Lotus japonicus y CrAMT1.1 (XP_001697504.1), CrAMT1.2 
(XP_001692671.1) de Chlamydomonas reinhardtii. 
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Figura 1.19. Alineamiento de secuencias de los transportadores NRT2.1 Y NRT2.2 de 
Chlamydomonas y Arabidopsis. De acuerdo con el programa GPS-NO 1.0 se predicen 
algunas cisteínas nitrosilables marcadas en rojo. Las secuencias parciales usadas para el 
alineamiento son de: CrNRT2.1 (XP_001696789.1), CrNRT2.2 (XP_001696788.1), AtNRT2.1 
(NP_172288.1) y AtNRT2.2 (NP_172289.1). 
 
 
Figura 1.20. Alineamiento de secuencias de NAR2 de algas y plantas. De acuerdo con el 
programa GPS-NO 1.0 se predicen algunas cisteínas nitrosilables marcadas en rojo. Las 
secuencias de NAR2 usadas para el alineamiento son de: CrNAR2 (XP_001696696.1) de 
Chlamydomonas reinhardtii, MmNAR2 (XP_002507112.1) de Micromonas sp. RCC299, 
OtNAR2 (XP_003081528.1) de Ostreococcus tauri, TaNAR2.1 (AAV35210.1), TaNAR2.2 
(AAV35211.1) de Triticum aestivum, LjNAR2 (BAI63584.1) de Lotus japonicus, CsNAR2 
(ACV33078.2) de Cucumis sativus y AtNAR2.1 (AED95910.1), AtNAR2.2 (Q9SB67.1) de 
Arabidopsis thaliana.  
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Chlamydomonas es capaz de sentir señales positivas (ej. nitrato) y 
negativas (ej. amonio y derivados) para regular la expresión de genes así como 
de las actividades de las enzimas y proteínas implicadas en la asimilación de 
nitrato. La correcta integración de estas señales se traduce en un uso eficiente 
de las fuentes nitrogenadas. Con este objetivo hemos centrado nuestra 
atención en el estudio de las actividades de transporte de alta afinidad de 
amonio (HAATs), nitrato/nitrito (HAN/NiT) y NR. Nuestra hipótesis de regulación 
es que el amonio, que aumenta los niveles de moléculas señal como NO y 
GMPc (de Montaigu et al., 2010), provoca una respuesta transcripcional (lenta) 
y postraduccional (rápida) mediante una vía que implica ambas moléculas o 
únicamente NO. Los resultados mostrados en este capítulo indican una 
inhibición rápida, eficiente y reversible del consumo de amonio, nitrato y nitrito 
por NO. Esta inhibición parece operar sobre la enzima NR pero no sobre la NiR 
ni GS.  
La inhibición por NO se puso de manifiesto al ver los efectos producidos 
por diferentes donadores, correlacionando el efecto inhibidor con la 
persistencia de la molécula de NO en el cultivo celular. Así, la inhibición 
dependía no solo de la concentración de donador sino también de la eficiencia 
de liberación del NO. El GSNO con una vida medía mucho más larga que el 
DEA-NONOato (Floryszak-Wieczorek et al., 2006; Li y Lancaster, 2009) 
producía una inhibición mas duradera en el tiempo. Curiosamente, el uso del 
donador GSNO permitió la observación de una inhibición total y otra parcial de 
los HAATs mediante el uso de diferentes concentraciones de este, lo que 
podría indicar una regulación modulada por las concentraciones de NO. A altas 
concentraciones, el transporte puede ser inhibido por completo, pero 
cantidades mas bajas podrían cambiar la cinética de absorción ya que solo se 
produce una disminución de la entrada de amonio. Esta modulación de la 
actividad podría indicar que las células tienen una gran flexibilidad para 
adaptarse a cambios en las concentraciones de NO dependiendo de las 
condiciones ambientales. La inhibición parcial no se observó cuando se usó 
DEA-NONOato ni siquiera a la concentración mas baja utilizada de 2,5 µM. 
Debido a la corta vida media de este donador que actúa liberando 
prácticamente todo el NO de forma muy rápida, se puede afirmar que las 
actividades estudiadas son muy sensibles a NO. Experimentos con 
SulfoNONOato (SNO), un compuesto químico con características similares al 
DEA-NONOato que no libera NO, demuestran que el efecto observado es 
debido al NO, ya que el SNO no afectó al consumo de amonio. 
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En cuanto al mecanismo de inhibición reversible del NO sobre los 
transportadores de amonio, nitrato, nitrito y de la enzima NR se descarta: 1) 
degradación/síntesis de proteínas, 2) nitración de tirosinas, 3) participación de 
CYG56 así como de otras guanilatos ciclasas que generen cGMP. La 
reversibilidad, recuperación de las actividades, ocurría de forma eficiente 
cuando disminuye o desaparece el NO. Esta recuperación de las actividades 
era independiente de la síntesis de proteína de novo, como indicaban los 
experimentos con cicloheximida. Se descarta también la nitración de tirosinas 
como mecanismo inhibidor del NO ya que este tipo de inhibición es irreversible 
(Kovacs y Lindermayr, 2013) y además los tratamientos con SIN-1 que 
producen peroxinitrito no tuvieron ningún efecto. También descartamos la 
participación del cGMP como molécula señal intermediaria en este proceso de 
inhibición, ya que los tratamientos con IBMX, inhibidor de fosfodiesterasas, no 
tuvieron ningún efecto. Esto también está apoyado por los datos obtenidos con 
el mutante cyg56, afectado en una guanilato ciclasa dependiente de NO (de 
Montaigu et al., 2010). Ente mutante no se libera de la inhibición por NO como 
cabría esperar si CYG56 participara en la ruta de inhibición por NO sobre los 
transportadores y enzimas estudiadas. 
Finalmente cabe proponer la S-nitrosilación de proteínas como el 
mecanismo más plausible para la regulación por NO de las actividades 
estudiadas. Aunque es necesaria la confirmación experimental de los residuos 
nitrosilables, el programa GPS-NO 1.0 (Xue et al., 2010) nos ha permitido 
identificar cisteínas nitrosilables en las proteínas AMT1.1, AMT1.2, NRT2.2 y 
NAR2 de Chlamydomonas.  
Los datos presentados en este capítulo muestran que el NO inhibe el 
consumo de nitrato y de nitrito de alta afinidad. En el caso del consumo de 
nitrato, además de la participación de la NR que también se inhibe por NO, se 
requiere de transportadores específicos. En el transporte de nitrato de alta 
afinidad participan dos sistemas de transporte, NRT2.2/NAR2 que es específico 
de nitrato y NRT2.1/NAR2 que es biespecífico de nitrato y nitrito (Galván et al., 
1996). Ambos transportadores serían subceptibles de nitrosilación ya que tanto 
NRT2 como NAR2 presentan cisteinas nitrosilables. Además, el hecho de que 
NAR2 sea un componente de ambos sistemas de transporte, hace que la 
nitrosilación de éste llevaría a una inhibición tanto del consumo de nitrato como 
el de nitrito.   
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El amonio es una señal que aumenta los niveles de NO en las células de  
Chlamydomonas. Cuando el alga está en medios con nitrato más amonio, se 
ha visto que los niveles de NO son mayores cuando este balance se desplaza 
hacia el amonio (de Montaigu et al., 2010). Este NO reprime los genes AMT1.1, 
AMT1.2 y NRT2.1 a través de una vía dependiente de GMPc. Además, se sabe 
que el amonio produce una rápida inhibición sobre las actividades HAN/NiT en 
Chlamydomonas (Florencio y Vega, 1982; Galván et al., 1991) y AMT1.1 en 
Arabidopsis (Lanquar et al., 2009; Lanquar y Frommer, 2010). Se sugiere que 
el NO puede actuar como un intermediario de señalización negativa por amonio 
y generar dos rutas de regulación. Una ruta rápida que implicaría una 
regulación postraduccional y que es estudiada en esta Tesis. Y otra ruta lenta  
que implicaría la regulación de genes de la asimilación de nitrato y amonio ya 
establecida (de Montaigu et al., 2010). Ambas rutas se recogen en el modelo 
de la Fig. D1. De acuerdo con los conocimientos actuales, el modo de acción 
del NO se divide en tres mecanismos. 1) El mecanismo “clásico” que es 
dependiente de guanilato ciclasas solubles. 2) El mecanismo “menos clásico”  
que opera a través de la inhibición de la citocromo c oxidada mitocondrial. 
Ambos mecanismos 1 y 2 implican la unión directa del NO a proteínas que 
tienen centros metálicos. 3) El tercer mecanismo “no clásico” es independiente 
de guanilato ciclasas solubles y se relaciona con modificación postraduccional 
por S-nitrosilación de proteínas (Kosavs y Lindermayr, 2013). Como se muestra 
en el modelo que presentamos para Chlamydomonas, la ruta “clásica” es la 
que media en la represión de genes para la asimilación de nitrato/amonio (de 
Mointaigu et al., 2010). En cambio la ruta “no clásica” es la que regularía las 
actividades de transporte de amonio, nitrato y nitrito de alta afinidad, así como 
la actividad NR de forma postraduccional (Fig. D1). 
  
Figura D1. Modelo de regulación por NO de la asimilación de nitrato y amonio en 
Chlamydomonas. 
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Pero, en este modelo hay dos interrogantes, 1) las proteínas que 
generan NO en respuesta a una señal (ej. amonio), y  2) las proteínas que 
regulan la nitrosilación/desnitrosilación de las dianas. En cuanto a la primera 
interrogante, ni los genomas de plantas analizados ni el de Chlamydomonas 
presentan una NOS típica de mamíferos que produzca NO a partir de arginina. 
Curiosamente en el alga Ostreococcus si se ha identificado una NOS típica de 
mamíferos (Foresi et al., 2010). En cambio, en plantas y otras algas se han 
propuesto otras vías para producir NO, entre ellas la actividad NR (Dean y 
Harper, 1988; Yamasaki y Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002; Sakihama et 
al., 2002). Por ello, en el modelo propuesto se indica a la NR en la generación 
de NO. En cuanto a la segunda interrogante, la S-nitrosilación se propone 
como un mecanismo reversible que estaría regulado por nitrosilasas y 
desnitrosilasas (Fig. D2). Tanto en plantas como en animales, se han 
identificado una serie de nitrosilasas y desnitrosilasas (Astier et al., 2011; Astier 
y Lindermayr, 2012). Algunas proteínas candidatas para estas actividades son  
las hemoglobina que actuarían en la auto-S-nitrosilación y transnitrosilación de 
cys-cys (Anand y Stamler, 2012). 
 
    
 
Figura D2. Mecanismo reversible de nitrosilación enzimática. 
 
Como ocurrió para el transporte de nitrato, el NO inhibe de forma rápida 
y reversible la actividad NADPH-NR, pero esta inhibición no es del todo 
completa. Desde el punto de vista fisiológico, este NO podría ser convertido a 
nitrato por la acción de diferentes proteínas con actividad dioxigenasa, como ya 
ha sido demostrado en plantas, hongos y bacterias (Ouellet et al., 2002; 
Wittenberg et al., 2002; Perazzoli et al., 2004; Schinko et al., 2010). Por lo tanto, 
parece muy favorable para las células puedan reconvertir este nitrógeno 
utilizado en la generación de la señal para reanudar la ruta de asimilación. 
Además, la inhibición de la NR es reversible ya que la enzima recupera 
totalmente su actividad unos minutos después de la desaparición del NO, 
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incluso en presencia del inhibidor de síntesis de nueva proteína cicloheximida, 
como ya habíamos visto antes para los transportadores. Esta inhibición de la 
actividad NR se produjo de manera independiente al GMPc y peroxinitrito. Por 
lo tanto, podemos sugerir que se produce el mismo mecanismo de regulación 
para NR que se producía en los transportadores de amonio y nitrato. 
En plantas vasculares, la NR está regulada por fosforilación y la 
posterior unión a las proteínas 14-3-3 (Mackintosh y Meek, 2001; Lillo et al., 
2004). Si embargo, el residuo de serina implicado en esta regulación no está 
conservado en musgos y en algas como Chlamydomonas (Pozuelo et al., 
2001; Medina-Andrés y Lira-Ruan, 2012). La enzima NR de estos organismos 
está regulada a nivel postraduccional por diferentes condiciones como 
transiciones de luz-oscuridad, nitrato, nitrito y amonio. Pero los mecanismos 
implicados se desconocen. Nuestros resultados muestran que el NO inhibe la 
NR en Chlamydomonas, sugiriendo que actúa como intermediario en la 
regulación postraduccional. El NO podría ser generado por la NR a partir del 
nitrito, lo que produciría una inhibición parcial de la NR impidiendo la mayor 
acumulación de nitrito intracelular que podría ser tóxico para las células 
proporcionándole a las mismas una ventaja significativa como mecanismo de 
destoxificación. Por lo tanto, esta inhibición por NO sería un mecanismo de 
defensa en cualquier condición en la que se produjera un desacoplamiento 
entre las actividades NR y NiR, evitando la entrada de nitrato y la actividad NR 
y favoreciendo el consumo del nitrito acumulado.  
 
De acuerdo con nuestros resultados, el NO inhibe la actividad NR de 
células intactas pero no de los extractos celulares utilizados en los ensayos 
enzimáticos ni tampoco inhibe la actividad de la enzima purificada utilizada en 
los ensayos in vitro. Esto podría indicar una cascada de señalización negativa 
que solo ocurre en células intactas y que no se produce cuando las células se 
rompen o están desorganizadas. Esto además sugiere que el efecto del NO 
sobre la actividad NR podría implicar una modificación postraduccional, S-
nitrosilación,  dependiente de una transnitrosilasa, como ya se ha demostrado 
en algunos trabajos (Anand y Stamler, 2012). Además, estudios proteómicos 
con tejidos de plantas indican perfiles de nitrosilación de proteínas diferentes 
dependiendo de si los tratamientos con NO se realizan sobre tejidos intactos o 
sobre extractos. Esto sugiere que la S-nitrosilación de ciertas proteínas 
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requieren de la interacción de la proteína diana con una transnitrosilasa, algo 
que sólo ocurre en el tejido intacto (Lindermayr et al., 2005). 
 
Puesto que la S-nitrosilación debe ser un proceso regulado, puede 
ocurrir algo similar con  los transportadores de alta afinidad de amonio, nitrato y 
nitrito. En estos casos las actividades de transporte sólo se puede determinar 
con células intactas. La regulación de los transportadores por S-nitrosilación se 
ha demostrado en eritrocitos para la proteína de membrana AE1 (Anand y 
Stamler, 2012). En este caso, la hemoglobina funciona como una  
transnitrosilasa transfiriendo el grupo NO a la proteína AE1 (Fig. D3). En 
pacientes con anemia falciforme la hemoglobina es incapaz de transferir 
eficientemente el NO a la proteína AE1 y esto da lugar a una ineficiente 
actividad de transporte y a hipoxia.    
 
     
 
Figura D3. Modelo de la transferencia intramolecular de NO desde la hemoblobina S-
nitrosilada a una proteína de membrana (Anand y Stamler, 2012). 
 
Otro punto importante fue el estudio de las actividades que continúan a 
la NR en la ruta de asimilación de nitrato y ver como, bajo las condiciones 
estudiadas, el NO no inhibió las actividades NiR y GS. Existe una única nitrito 
reductasa y cuatro glutamina sintetasas en Chlamydomonas (Fernández y 
Galván, 2008). Por lo tanto, la falta de efecto en la actividad GS, podría no ser 
lo suficientemente sensible para reflejar una inhibición en alguna isoforma 
minoritaria de las glutamina sintetasas. La nitrito reductasa solo se regula a 
nivel transcripcional, sintetizándose nueva proteína solo cuando es necesaria. 
En cuanto a la actividad GS, no se observó inhibición por NO. Sin embargo,  se 
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ha visto inhibición dependiente de NO por nitración en nódulos de M. truncatula, 
que crecen en medios con nitrato. Sin embargo, esto parece ser un mecanismo 
especifico de regulación para detener la asimilación en los nódulos cuando hay 
nitrógeno en exceso disponible en el suelo. De hecho la actividad GS de raíces 
no se inhibió por nitración bajo las mismas condiciones (Melo et al., 2011). 
 
En resumen, nuestros datos muestran que la molécula de señalización 
NO puede tener un papel importante en la regulación postraduccional de los 
transportadores de nitrato/nitrito, amonio y NR (Fig. D4). Podemos considerar 
que el efecto inhibidor del NO sobre los transportadores es total y que el efecto 
sobre la actividad NR no ocurre de la misma forma. Esta diferencia es 
fisiológicamente muy significativa ya que permite la asimilación de nitrato/nitrito 
en función de las concentraciones de NO permitiendo ajustar la actividad NR a 
las necesidades de la célula en cada momento. Además, esto puede ser 
particularmente importante en condiciones de déficit de nitrógeno. En este 
capítulo se propone que: 1) la S-nitrosilación de proteínas sea el mecanismo 
mas plausible por el que el NO regula actividades de la asimilación de nitrato 
en Chlamydomonas en respuesta a ciertas señales como es la inhibición por 
amonio. 2) Dicha transnitrosilación podría estar mediada por proteína(s) 
específicas y se requiere de una integridad celular para ello. 
 
En el siguiente capítulo se estudian cuatro hemoglobinas truncadas 
como posibles proteínas involucradas en el metabolismo de NO en 
Chlamydomonas. 
    
  
Figura D4. Efectos del NO sobre genes implicados en la ruta de asimilación de nitrato. 
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Capítulo 2. Hemoglobinas truncadas (THBs) reguladas por la 
fuente de nitrógeno modulan los niveles de NO en 
Chlamydomonas reinhardtii. 
 
El objetivo de este segundo capítulo era el estudio de 4 posibles 
hemoglobinas  truncadas de Chlamydomonas (THB1-4), dos de las cuales 
estaban reguladas por la fuente de nitrógeno, THB1 y THB2, que además 
estaban bajo control del factor de transcripción NIT2, regulador central de la 
ruta de asimilación de nitrato. Se ha visto que THB1 incrementa su expresión 
en presencia de NO mientras que la de THB2 la disminuye. Los datos 
presentados en esta tesis parecen indicar que THB1 tiene un papel importante 
en la retirada de NO y su ausencia aumentaría estos niveles inhibiendo la vía 
de asimilación de nitrato. 
 
2.1. THB1 y THB2 son típicas hemoglobinas truncadas. 
 
En el genoma de Chlamydomonas podemos encontrar 12 genes que 
codifican proteínas con dominios globina (THB1-THB12) (Hemschemeier et al., 
2013), todas ellas con la estructura típica de hemoglobinas truncadas (trHbs) 
que constan de 4 α-hélices enfrentadas 2 a 2 tipo "sandwich" (Pesce et al., 
2000). Estas proteínas podrían unir NO y participar en su metabolismo (Ouellet 
et al., 2002; Milani et al., 2003; Perazolli et al., 2004; Hoy y Hargrove, 2008; 
Schinko et al., 2010; Gupta et al., 2011; Gardner et al., 2012; Sainz et al., 2013), 
y por ello han sido objeto de nuestro interés. Sin embargo, sólo THB1, THB2, 
THB3 y THB4 tienen un tamaño y estructura similares a otras trHbs 
identificadas hasta la fecha. Los genes THB1 y THB2 se encuentran en tandem 
en el cromosoma 14, de la misma forma que ocurre para los genes THB3 y 
THB4 en el cromosoma 4. Los cDNAs de las THBs (de 1 a 4) se obtuvieron por 
PCR y sus secuencias fueron anotadas en la base de datos GenBank (cuyos 
números de acceso son KC992719, KC992720, KC992718 y KC992721, 
respectivamente). Las proteínas deducidas mostraron diferentes grados de 
conservación con otras trHbs identificadas en bacterias y plantas como se 
puede ver en la Fig. 2.1. THB1, THB2 y THB4 están altamente conservadas y 
muestran unos porcentajes de identidad con respecto a GlbN de 
Mycobacterium tuberculosis del 32%, 32,6 % y 30 %, respectivamente. De 
hecho, estas 3 THBs muestran una estrecha relación filogenética con el grupo I 
de trHbs [Fig. 2.2(A)], donde algunas de estas trHbs se anotan como enzimas 
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con actividad dioxigenasa (NOD). Sin embargo, THB3 no se encuentra 
agrupada claramente en el grupo I ni en el grupo II, ya que es la THB más 
atípica entre las estudiadas. El porcentaje de identidad entre THB1 y THB2 es 
del 63,1 %. Esta alta conservación y su localización contigua en el cromosoma 
14 sugieren un proceso de duplicación genética. Además THB1 y THB2 tienen 
un porcentaje de identidad con THB4 del 41 % y 40 % respectivamente. 
  
Figura 2.1. Grados de identidad y divergencia entre diferentes secuencias de 
hemoglobinas. Números de acceso: Chlamydomonas reinhardtii THB1-4 (KC992719, 
KC992720, KC992718, KC992721), Mycobacterium tuberculosis GlbN (NP_216058.1), GlbO 
(NP_337032.1), Arabidopsis thaliana GLB3 (AEE86104), GLB2 (NP_187663.1) y GLB1 
(NP_179204.1). 
El alineaminento de estas THBs de Chlamydomonas, con GlbN y otras 
hemoglobinas truncadas, mostró que todos los residuos importantes para la 
actividad NOD, la estructura de la proteína y la formación de la red de túneles 
por donde pasan los diferentes ligandos estaban conservados en THB1, THB2 
y THB4 [Fig. 2.2(B)], sugiriendo que estas THBs pueden ser enzimas con 
actividad NOD. Sin embargo, THB3, a pesar de que tiene una homología 
bastante significativa con el resto de las trHbs, en cuanto a la secuencia, 
carece de la histidina altamente conservada para la unión del grupo hemo tan 
importante para la actividad de estas proteínas.  
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Figura 2.2. Árbol filogenético y alineamiento de las hemoglobinas truncadas. (a) Árbol 
filogenético de las 4 THBs englobadas dentro de los grupos de hemoglobinas truncadas I, II y 
III; este árbol se hizo mediante el programa Genious (Neighbor-Joining tree). (b) Alineamiento 
de las THBs y otras trHbs del grupo I. Se identificaron residuos relacionados con los túneles 
hidrofóbicos “*”, con la actividad dioxigenasa “↓” y los residuos más relevantes para el 
mantenimiento de la estructura “:”. Para el alineamiento de secuencias se usó el ClustalW. 
 
2.2. THB1 y THB2 se regulan por la fuente de nitrógeno y dependen de 
NIT2. 
 
 Se sabe que células que crecen en diferentes condiciones de nitrógeno 
presentan distintas concentraciones de NO intracelular (de Montaigu et al., 
2010; Wang et al., 2012). Por ello, en la presente tesis se han estudiado los 
patrones de expresión de los genes THB1-4 en células cultivadas con 
diferentes fuentes nitrogenadas: amonio (A), nitrato más amonio (NA), nitrato 
(N) y medio libre de nitrógeno (- N) [Fig. 2.3(A)]. Únicamente THB1 y THB2 se 
encontraban fuertemente regulados por la fuente de nitrógeno. THB1 se 
sobreexpresó principalmente en medio con nitrato mas amonio (NA). En esta 
condición, se encontraron altos niveles de transcrito incluso a tiempos cortos 
(30 min). Este gen también mostraba un aumento de su expresión en medio 
con nitrato (N), alcanzando sus niveles más altos después de 3 h de inducción. 
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Por el contrario los niveles más bajos de expresión se daban en medio libre de 
nitrógeno (-N). Por otro lado, THB2 mostraba los niveles mas altos de transcrito 
preferentemente en medio con nitrato (N), donde se observaba además un pico 
de expresión a una 1 h de inducción. THB2 también mostró una regulación 
positiva, pero más débil, en la condición NA y presentaba los niveles de 
expresión más bajos en medio con amonio (A). 
El patrón de expresión de THB2 es similar al de los genes que participan 
en la asimilación de nitrato en Chlamydomonas (Loppes et al., 1999;  
Fernández y Galván, 2008; de Montaigu et al., 2010). En este grupo se 
engloban los genes que codifican la nitrito reductasa (NII1), los componentes 
del transporte de nitrato (NRT2.1 , NRT2.2 y NAR2), la nitrato reductasa (NIA1) 
y un transportador de nitrito al cloroplasto (NAR1.1). Todos estos genes están 
bajo control del factor de transcripción NIT2 (Fernández et al., 1989;     
Quesada et al., 1998; Camargo et al., 2007). Por esta razón, se estudió si 
THB1 y THB2 estaban regulados por NIT2. Para ello estudiamos un  mutante 
nit2 de deleción (89.87) previamente caracterizado (González-Ballester et al., 
2005; Camargo et al., 2007). Como muestra la Fig. 2.3(B), en el mutante nit2 
no se observa un aumento de los transcritos de THB1 y THB2 en respuesta a N 
ni NA. En este mutante nit2, ambos genes mostraron una expresión basal en 
todas las condiciones. Estos datos sobre una regulación de THB1 y THB2 por 
la fuente de nitrógeno de modo dependiente de NIT2 conectan de forma 
importante a ambas hemoproteínas con la asimilación de nitrógeno inorgánico. 
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Figura 2.3. Regulación de la expresión de las THBs de Chlamydomonas en respuesta a la 
fuente de nitrógeno en 704 (wt) y el mutante 89.87 (nit2-). Las células fueron cultivadas en 
medio mínimo con 8 mM de NH4Cl, y después se indujeron en los medios anteriormente 
indicados. Las concentraciones usadas de amonio y de nitrato fueron 8 y 4 mM, 
respectivamente. (A) Expresión de las THBs en la estirpe parental 704. (B) Expresión de THB1 
y THB2 en la estirpe mutante 89.87 (nit2-), en comparación con la estirpe  silvestre. El valor 1 
se asignó a los niveles de expresión del gen interno de referencia ubiquitina-ligasa determinado 
por PCR a tiempo real en cada condición.  
 
2.3. El NO regula de forma diferencial la expresión de THB1 y THB2. 
 
Dado que muchas Hbs funcionan como NODs, se ha propuesto que la 
inducción de sus correspondientes genes por NO puede ser considerada como 
una fuerte evidencia de su participación en el metabolismo del NO (Gardner, 
2012). Por lo tanto, se estudió si el NO regulaba la expresión de THB1 y THB2 
en Chlamydomonas. Utilizamos los donadores de NO DEA-NONOato, GSNO y 
SNAP. La utilización de todos estos donadores de NO producían una 
sobreexpresión de THB1 y una represión de THB2 (Fig. 2.4). El uso de 100 µM 
del donador DEA-NONOato producía un pico de expresión en THB1, pero 
concentraciones mucho más altas producían la represión del gen. Este mismo 
donador, a todas las concentraciones usadas, producía la represión de THB2. 
El uso del control químico sulfo-NONOato (SNO) no afectó a las expresiones 
de estos genes [Fig. 2.4(A)]. El donador GSNO (S-Nitrosoglutation) afectaba a 
la expresión de estos genes de modo similar. THB1 se sobreexpresaba con el 
uso de concentraciones superiores a 100 µM y THB2 se reprimía a todas las 
concentraciones utilizadas [Fig. 2.4(B)]. El fuerte efecto del GSNO era 
probablemente causado a la mayor persistencia del NO en el medio debido a la 
alta vida media de este donador. Por último, se utilizó SNAP (S-Nitroso-N-
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acetil-DL-penicilina), donador para el que se necesitaron mayores 
concentraciones (del orden de mM) para observar los mismos efectos que con 
los otros donadores sobre estos genes [Fig. 2.4(C)]. En general, estos datos 
mostraban que los genes THB1 y THB2 se regulaban de forma diferente por 
NO.  
 
    
Figura 2.4. Regulación transcripcional de THB1 y THB2 por NO. Las células se cultivaron 
en medio mínimo con 8mM de NH4Cl y después se indujeron en los medios indicados. El efecto 
del (A) DEA-NONOato, (B) GSNO y (B) SNAP sobre las expresiones de THB1 y THB2 se 
determinaron mediante PCR a tiempo real. El efecto del DEA-NONOato fue comparado al de 
su control químico SNO a las concentraciones indicadas. Los niveles de expresión en nitrato 
100 µM (sin NO) se consideraron  como el 100%.  
 
 
2.4. Expresión y purificación de THB1 recombinante en E.coli para 
ensayos de actividad. 
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Para demostrar la funcionalidad de la proteína, se expresó y purificó 
THB1 en la estirpe C41 de Escherichia coli. El cDNA (411 pb) que codifica la 
secuencia de la proteína se amplificó por PCR, usando cebadores que 
contenían en su extremo 5` sitios de corte para las enzimas de restricción KpnI  
(cebador directo) y HindIII (cebador reverso) (Materiales y Métodos). Estos 
sitios de restricción nos sirvieron para su clonación en el vector de expresión 
pQE-80L (Qiagen). Se transformó E. coli con el vector pQE80L+THB1 y se 
obtuvo la proteína parcialmente purificada, como se muestra en la imagen del 
gel de acrilamida (Fig. 2.5). 
   
Figura 2.5. Purificación de la proteína THB1 recombinante. El orden de carga era: marcador 
de peso molecular de proteínas; extracto crudo, extracto no retenido y elución de la purificación 
correspondiente a la cepa transformada con el vector vacío;  y extracto crudo, extracto no 
retenido y eluciones varias de la purificación correspondiente a la cepa transformada con el 
vector+THB1. 
2.4.2. THB1 une NO in vitro. 
La proteína THB1 se expresó y se purificó en condiciones aeróbicas. La 
proteína THB1 purificada mostró un espectro de absorción típico de forma 
férrica (FeIII), con un pico de Soret situado a 411 nm y un pico ancho a 538 nm 
con un hombro débil a 565 nm (Fig. 2.6). La forma ferrosa de THB1 (FeII) se 
conseguía por la adición de ditionito de sodio (agente reductor), que  mostraba 
un desplazamiento del pico de Soret a 425 nm y dos bandas (α y β) resueltas a 
528 y 558 nm (recuadro de la Fig. 2.6), característicos de especies 
hexacoordinadas. El tratamiento de THB1 (FeII) con un exceso de donador de 
NO (DEA-NONOato) generó un nuevo espectro de absorción con un nuevo 
pico de Soret que se situaba a 417 nm, típico de hemoglobina nitrosilada como 
se describe para la nsHb GLB1 (Perazzolli et al., 2004) o para las trHbs Glb3-1 
y Glb3-2 (Sainz et al., 2013). Sin embargo, este espectro de absorción difiere 
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de la descrita para THB8 de Chlamydomonas, la cual no parece tener actividad 
NOD (Hemschemeier et al., 2013). 
     
Figura 2.6. Espectros de absorción generados por la THB1. THB1 fue purificada en 
condiciones aeróbicas (línea negra). THB1 en estado ferroso (FeII)  se produjo por la adición de 
ditionito (línea gris) y la adición de 2 mM de DEA-NONOato condujo a la aparición de un nuevo 
espectro THB1 por la unión del NO (línea punteada). 
 
2.5. THB1 aumenta la sensibilidad a H2O2 en E. Coli. 
 
En bacterias, el NO intracelular media en la citoprotección contra el 
estrés oxidativo y contra algunos antibióticos (Gusarov y Nudler, 2005; Gusarov 
et al., 2009). Después de un tratamiento con H2O2, se produce un aumento 
intracelular de NO incluso en bacterias como E. coli que carecen de una 
enzima NOS típica (Foresi et al., 2010). Se ha demostrado que el NO 
intracelular activa al regulador transcripcional SoxR que es sensible a cambios 
redox y que regula un grupo clave de genes inducibles por estrés oxidativo 
(Nunoshiba et al., 1993; Ding y Demple, 2000; Foresi et al., 2010). Además, la 
citoprotección mediada por NO parece estar relacionada con la inhibición de la 
reacción de Fenton que produce daños en el DNA, al menos en bacterias 
Gram-positivas (Gusarov y Nudler, 2005). Con el objetivo de determinar si 
THB1 es capaz de retirar NO in vivo (por su actividad NOD), se comparó la 
viabilidad de las diferentes cepas transformadas de E. coli en presencia de 
concentraciones crecientes de H2O2. Se utilizaron las cepas que llevaban el 
vector vacío (pQE80L), THB1(pQE80L + THB1) y una versión mutada de THB1 
(pQE80L + THB1 - F62W) (Fig. 2.8). En esta última, mediante mutagénesis 
dirigida se ha introducido el cambio de una Phe por un Trp en la posición 62. 
Esta Phe está conservada en GlbN de Mycobacterium y se ha descrito como la 
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puerta de entrada para el NO hacia el grupo hemo donde se produce su 
posterior oxigenación hasta nitrato (Oliveira et al., 2012). Estudios in silico de la 
estructura de THB1 corroboran que esta Phe62 podría ser también la puerta de 
entrada en el túnel largo por el que entraría el NO (Fig. 2.7). Este cambio 
produce una disminución de la actividad NOD de un 70% en GlbN de 
Mycobacterium (Oliveira et al., 2012) debido a un impedimento estérico 
consecuencia del mayor volumen del Trp. Si THB1 funciona de la misma forma 
que GlbN, esperaríamos una diminución similar de la actividad NOD. Así, THB1 
permitiría la entrada del NO para retirarlo y dificultaría la defensa contra el 
estrés oxidativo, mientras que la versión mutada al estar afectada en la entrada 
de NO hasta el grupo hemo no retiraría tanto NO permitiendo una correcta 
defensa frente al estrés oxidativo.  
  
Figura 2.7. Modelado estructural de THB1 y sus ramas de túneles para la entrada de NO y 
de O2. Esta figura muestra la estructura 2 a 2 de α-hélices tipo sándwich de THB1. En verde se 
representa la cavidad para la entrada de O2 (rama del túnel corto) y en amarillo para el NO 
(rama del túnel largo). La Phe62 funciona como puerta de entrada para el NO cuando se ha 
unido el O2 previamente. Este residuo es muy importante para la actividad NOD. En la parte 
baja de la figura se muestran ambas cavidades en un modelo de superficie. Estos estudios in 
silico se hicieron usando el programa Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/). 
 
El test de resistencia a H2O2  confirmó nuestra hipótesis al mostrar que 
THB1 y su versión mutada THB1-F62W se comportaron de forma diferente (Fig. 
2.8), donde la viabilidad para la cepa que sobreexpresa la THB1 se reduce al 
retirar la proteína el NO que media en la citoprotección celular, mientras que la 
viabilidad de la estirpe con THB1-F62W fue similar a la control.  
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Figura 2.8. Efecto de la sobreexpresión de THB1 en E. coli como mecanismo 
citoprotector contra el H2O2. Los cultivos bacterianos de células que contenían el vector vacío 
y el que expresaba la THB1 y la proteína mutante THB1F62W se dejaron crecer toda la noche 
a 37ºC con 100 µM de IPTG. Los cultivos saturados fueron serialmente diluidos y plaqueados 
en  placas de LB a las concentraciones indicadas de H2O2, y se incubaron durante 30 h a 37ºC. 
El H2O2 fue añadida justo antes de la solidificación de los medios, preparados en el momento 
en el que fueron usados. Las cepas que expresaban proteínas THBs mostraban un color rojizo 
similar. 
 
 
 
2.6. THB1 controla los niveles de NO en Chlamydomonas. 
 
Para confirmar el papel de THB1 como enzima con actividad NOD in 
vivo, se diseñó un microRNA artificial (Molnár et al., 2009) para este gen. Se 
transformó la estirpe de tipo silvestre (704) con el plásmido pChlamiRNA3-
THB1 y como resultado se obtuvieron diferentes transformantes con distintos 
niveles de silenciamiento de la expresión del gen THB1 en medio NA (Fig. 2.9).  
   
Figura 2.9. Expresión relativa de THB1 de diferentes transformantes amiTHB1 con 
respecto a la estirpe silvestre 704. Las células se cultivaron en medio TAP, y se indujeron en 
medio con NA durante 3 h. La expresión de THB1 fue medida en el 704 (wt) y en los diferentes 
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transformantes amiTHB1 obtenidos. Los niveles de expresión de 704 fueron considerados 
como el 100%. 
De todos los transformantes se seleccionaron las cepas amiTHB1-1 
(86 % de silenciamiento del gen) y amiTHB1-4 (57 %). Las células de las 
estirpes silvestre, amiTHB1-1, amiTHB1-4 y del mutante 89.87 (nit2-) se 
indujeron en NA y luego se incubaron con 1 µM de DAF- FM DA. En este punto, 
las células se trataron con diferentes concentraciones de DEA-NONOato y se 
midió la fluorescencia para determinar el NO intracelular generado en las 
distintas estirpes. Las medidas intermedias de fluorescencia se obtuvieron en 
las estirpes que carecen de THB1 (amiTHB1), la máxima en la estirpe mutante 
89.87 (1 % de expresión de THB1) y la mínima en la cepa control 704 [Fig. 
2.10(A)]. En las cepas que expresan el microRNA de THB1 (amiTHB1) la 
fluorescencia debida al NO intracelular aumentó proporcionalmente con el 
aumento del nivel de silenciamiento.  
Teniendo en cuenta que en Chlamydomonas el NO intracelular aumenta 
en la condición NA (de Montaigu et al., 2010), se realizó un experimento para 
medir los niveles intracelulares de NO para todas las cepas anteriores. Del 
mismo modo que antes, las células se incubaron con 1 µM de DAF- FM DA. La 
fluorescencia medida fue de un 20%, 7% y 14% más alto en amiTHB1-1, 
amiTHB1-4 y 89.87 respecto a la cepa control 704 [Fig. 2.10(B)]. 
Sorprendentemente, a pesar de que la expresión del gen THB1 es menor en 
89.87 que en amiTHB1-1, la fluorescencia fue más alta en esta última estirpe. 
Para explicar esto, debemos tener en cuenta que existen muchos genes 
controlados por el factor de transcripción NIT2 y que algunos de ellos pueden 
estar implicados en la producción de NO, como la NR, por lo que la 
fluorescencia en el mutante nit2 sería menor que en los amiTHB1. 
Finalmente, se midió la expresión de la NR en la estirpe amiTHB1-1. En 
células de 704 inducidas en NA, la expresión de NIA1 es muy baja y esta 
represión parece estar mediada por el NO (de Montaigu et al., 2010; 2011). 
Esta represión fue mayor en la estirpe amiTHB1-1 [Fig. 2.10(C)], 
probablemente debida a los mayores niveles de NO intracelulares que se ven 
en el amiTHB1 con respecto a 704. Como control, se midió la expresión de 
THB2 en amiTHB1-1 para comprobar la especificidad del microRNA artificial de 
THB1, y no se vio afectada, por lo que podíamos considerar que todos los 
efectos observados derivaban del silenciamiento de THB1. 
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Figura 2.10. Efecto de la expresión de THB1 sobre los niveles intracelulares de NO y la 
transcripción de NIA1. Las células se cultivaron en medio TAP, se concentraron hasta 45 
µg/ml y se indujeron en medio con NA durante 3 h. Seguidamente se incubaron con 1 µM de 
DAF FM DA durante los últimos 30 minutos. La fluorescencia fue medida: (A) añadiendo DEA-
NONOato a diferentes concentraciones y (B) sin donador de NO. (C) La expresión de THB1, 
NIA1 y THB2 fue medida en el 704 (wt) y en el amiTHB1-1 en la fase de crecimiento 
exponencial. Los niveles de expresión de 704 fueron considerados como el 100%. Los 
asteriscos indican que estas diferencias en relación a los valores control son estadísticamente 
significativas ** p < 0.001 y * p < 0.05. 
 
 
2.7. El estrés oxidativo aumenta los niveles de NO y la represión de THB1 
aumenta la resistencia a H2O2 en Chlamydomonas .  
 
Ya hemos visto en el apartado 2.5. que, en bacterias, el NO intracelular 
media la citoprotección frente al estrés oxidativo (Gusarov y Nudler, 2005; 
Gusarov et al., 2009, Foresi et al., 2010). De la misma forma que se había 
hecho para bacterias, se utilizó H2O2 para ver que efectos producía sobre las 
distintas estirpes de Chlamydomonas. Después de un tratamiento a 
concentraciones crecientes de H2O2, se vio que se producía un aumento 
paralelo de los niveles de NO intracelular. Células de la estirpe silvestre 704 y 
del amiTHB1-1 se indujeron en NA durante 3 h, se trataron con H2O2 y luego se 
incubaron con 1 µM de DAF- FM DA. Las medidas de fluorescencia que se 
obtuvieron mostraron que los niveles de NO en el amiTHB1 eran siempre 
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mayores que en la estirpe 704, ya que esta estirpe es deficiente en THB1 y por 
ello ocurría una menor retirada de NO intracelular en estas células [Fig. 
2.11(A)]. Además, cuanto mayor era la concentración de H2O2 usada, mayor 
era la fluorescencia y mayor era la diferencia entre el amiTHB1 y la estirpe 
silvestre. Con el objetivo de determinar si THB1 tiene actividad NOD in vivo en 
Chlamydomonas (como también se hizo para bacterias), se hizo un test de 
crecimiento para ambas estirpes donde se comparó la viabilidad de las células  
frente al estrés oxidativo, utilizando 1,5 mM de H2O2. Como se muestra en la 
Fig. 2.11(B) los mayores niveles de NO intracelular presentes en amiTHB1 le 
confieren una mayor resistencia frente al estrés oxidativo. 
   
Figura 2.11. Efecto de la sobreexpresión de THB1 en Chlamydomonas en respuesta al  
H2O2. (A) Incremento de la concentración de NO en presencia de concentraciones crecientes 
de H2O2. Las células se indujeron en NA durante 3 h y se trataron 30 minutos con H2O2. Los 
niveles de NO se determinaron usando la sonda DAF-FM DA. (B) Células inducidas en NA se 
extendieron en placas Petri en medio NA en presencia y ausencia de H2O2. Los mayores 
niveles de NO presentes en la estirpe amiTHB1 permitieron una mayor resistencia frente al 
estrés oxidativo. 
 
2.8. Estudio mediante Dicroísmo Circular de las THBs. 
 
Para una mejor comprensión de las propiedades bioquímicas y las 
funciones biológicas de las THBs se realizó un estudio de la coordinación y del 
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estado redox del átomo de Fe del grupo hemo mediante dicroísmo circular (CD). 
El hierro de las globinas tales como hemoglobinas, mioglobina y otras se 
encuentra típicamente en un estado pentacoordinado ya que posee en la 
posición 5º de coordinación una His proximal frente a una sexta posición 
abierta para la unión de un ligando, mientras que otras, como nsHbs de plantas 
están hexacoordinadas porque tienen las posiciones proximal y distal 
coordinadas por 2 residuos de histidina. La unión de ligandos gaseosos al 
átomo de Fe del grupo hemo ocurre predominantemente para NO y 
exclusivamente para O2 o CO cuando este se encuentra en su forma reducida. 
Para este tipo de estudios, los cromóforos usados en la región UV/VIS 
son: el enlace peptídico, las cadenas laterales de los aminoácidos aromáticos y 
diferentes grupos prostéticos y coenzimas que absorben la radiación 
electromágnetica polarizada específicamente (Fig.  2.12). 
 
Figura 2.12. Espectroscopía de dicroismo circular. Principales cromóforos en proteínas. 
 
2.8.1. Espectros de las THB1-4 de Chlamydomonas. 
El cromóforo más importante presente en proteínas es el grupo amida 
del enlace peptídico, un carbono α asimétrico entre 2 grupos amida. Las 
estructuras secundarias formadas por los enlaces peptídicos asimétricos  
tienen espectros de CD característicos.  
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En la estructura de α-hélice, la secuencia aminoacídica gira alrededor de 
un eje (3,6 aminoácidos por vuelta) y las cadenas laterales quedan en la 
superficie de la hélice que queda estabilizada por los enlaces de H de los 
grupos amida. Estos espectros típicos de α-hélices muestran un doble mínimo 
a 222 nm y 208 nm y un máximo intenso a 191nm. El espectro de THB1 (Fig. 
2.13) muestra de forma evidente el porcentaje mas alto de α-hélices (cuando 
este ratio 207/222 desciende) de todas las THBs usadas en este experimento, 
al poseer la elíptica mas pronunciada a 222 nm, mientras que THB4 muestra 
un espectro mucho más lineal que se caracteriza con una estructura muy 
desordenada, más incluso que en THB3.  
   
Figura 2.13. Espectro de las THBs generado por dicroísmo circular en la región del UV-
cercano. 
Esta afirmación de que se trata de hemoglobinas truncadas se refuerza 
si nos fijamos en la Fig. 2.14, que muestra los picos de Soret (380-450 nm) 
característicos de estas proteínas. Además, en términos generales, la 
elipticidad refleja la asimetría del medio en el que encuentran las α-hélices que 
se genera por la fuerza relativa que ejercen los enlaces axiales del átomo de 
Fe del hemo. Por lo tanto, si hay 2 uniones axiales (forma hexa-coordinada) o 
no hay ninguna (forma tetra-coordinada) la elipticidad desciende 
significativamente con respecto a la presencia de una única unión axial (como 
en la forma penta-coordinada). Por esto, parece que THB4 está tetra- o hexa- 
coordinada. 
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Figura 2.14. Espectro generado por las THBs en la región de Soret. 
Otro punto importante para la caracterización  de THB1 y THB2 sería el 
estudio de la reducción del grupo hemo mediante la adición de ditionito sódico 
a la proteína, y como vemos en la Fig. 2.15 se produce un desplazamiento del 
pico de Soret de ambas proteínas a longitudes de onda mayores. Este cambio 
de espectro se corresponde con una transición de un estado FeIII oxidado a FeII 
reducido. Esto es de gran importancia ya que como vimos en el apartado 2.4.1., 
este estado reducido sería el que confiere la funcionalidad a la proteína para 
poder unirse al NO.  
Por lo que parece que THB1 muestra un espectro típico de globinas 
pentacoordinadas en su forma férrica para pasar a un estado de 
hexacoordinación en su forma ferrosa al unir NO que es el estado en el que 
todas las globinas son capaces de unir estos ligandos (Sainz et al., 2013), 
como vimos en el espectro de unión a NO en el apartado 2.4.1. Esto es de gran 
importancia ya que este estado reducido sería el que confiere la funcionalidad 
a la proteína para poder unirse al NO. 
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Figura 2.15. Espectro que se genera por CD por la reducción del Fe del grupo hemo de 
THB1 y THB2. Para THB1 Fe3+ λmax = 411 nm que pasa a THB1 Fe2+ λmax = 420 nm; Para 
THB2 Fe3+ λmax = 411 nm que pasa a THB2 Fe2+ λmax = 423 nm. 
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Ya se ha descrito que el NO inhibe la vía de asimilación de nitrato a 
niveles transcripcional y postraduccional y en diversos organismos (Jin et al., 
2009; de Montaigu et al., 2010; Rosales et al., 2011; Sanz-Luque et al., 2013). 
La síntesis de NO en plantas puede estar mediada por diferentes mecanismos 
enzimáticos, algunos conocidos como por la NR (Yamasaki y Sakihama, 2000; 
Rockel et al., 2002; Sakihama et al., 2002) y otros aún desconocidos (Corpas 
et al., 2009). Por otro lado, el contar con mecanismos eficientes para eliminar 
este NO señal es crítico para mantener un nivel apropiado de éste en las 
células y así evitar efectos no deseados por acumulación de esta molécula 
altamente reactiva (De Michele et al., 2009). Además, estos mecanismos 
deben ser capaces de capturar el NO evitando la pérdida de este nitrógeno por 
difusión. En este trabajo, se han identificado proteínas específicas del 
metabolismo del NO implicadas en la retirada del mismo, bajo condiciones de 
nutrición de nitrógeno diversas. 
Las trHbs tienen un papel importante en la eliminación de NO y en evitar 
sus efectos tóxicos en bacterias (Ouellet et al., 2002 ; Milani et al., 2003; Lama 
et al., 2006). Sin embargo, la función de estas proteínas en eucariotas es poco 
conocida. En este trabajo, hemos descrito dos trHbs (THB1 y THB2) en el alga 
verde Chlamydomonas reinhardtii, con un alto grado de conservación con trHbs 
del grupo I (GlbN) (Vuletich y Lecomte, 2006). THB1 y THB2 muestran una 
fuerte regulación por parte de la fuente de nitrógeno. Además, estas proteínas 
tienen  conservados los principales residuos implicados en la formación del 
túnel hidrofóbico y la formación de la cavidad esencial para la difusión de los 
ligandos gaseosos necesarios para la actividad NOD (Milani et al., 2003; Bidon-
Chanal et al., 2009). 
La regulación de la expresión de THB1 y THB2 se ve afectada de forma 
diferente por la fuente de nitrógeno. THB1 se sobreexpresa principalmente en 
la condición NA y en función del tiempo (a tiempos largos) en la condición de N. 
También, la expresión de THB1 se indujo mediante el uso de diferentes 
donadores de NO. Ya se ha descrito que la nutrición mixta NA produce un 
aumento de los niveles de intracelulares de NO (de Montaigu et al., 2010). 
Además, la inducción de una hemoglobina por NO puede considerarse como 
un fuerte argumento de poseer actividad NOD (Gardner, 2012). En plantas, la 
sobreexpresión por NO se ha descrito para nsHbs (Ohwaki et al., 2005; Bustos-
Sanmamed et al., 2011) pero no para trHbs. Sin embargo, esta activación de 
trHbs ya está demostrada en bacterias (Niemann y Tisa, 2008), en algas 
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Raphidophyceas, donde se han fusionado una trHb con la NR (Stewart y 
Coyne, 2011), y ahora en Chlamydomonas. Ya que no hay nsHbs en algas, 
THB1 podría llevar a cabo una función similar a la nsHb GLB1 de plantas. Sin 
embargo, se necesita un conocimiento más profundo de la función de trHb en 
plantas. Nuestros datos sugieren que THB1 podría estar implicada en el control 
de los niveles de NO producidos en la condición NA, donde el NO inhibe la 
asimilación de nitrato y permite la nutrición por amonio, cuya asimilación 
supone un menor coste energético para las células, evitando a su vez efectos 
tóxicos de la acumulación de NO. THB1 también podría estar implicada en la 
regulación de los niveles de NO en medios con N, donde las cantidades de NR 
son altas. 
Por otro lado, THB2 siguió un patrón de expresión similar a NIA1, es 
decir, baja en A, intermedia en la condición mixta NA, alta en N, y fuertemente 
reprimida en presencia de NO (Loppes et al., 1999; Fernández y Galván, 2008; 
de Montaigu et al., 2010; 2011). Por lo que proponemos que THB2 podría 
trabajar con la NR como elemento fundamental del sistema para la 
homeostasis de NO intracelular, como se propone en Zea mays (Trevisan et al., 
2011) o algas Raphidophyceas (Stewart y Coyne, 2011). En este caso, la 
inhibición de la expresión de THB2 por NO no descartaría necesariamente su 
actividad NOD y apoyaría la co-regulación con la NR. Sin embargo, se 
necesitan más estudios con esta proteína para sacar conclusiones mas claras. 
La fuerte conexión de THB1 y THB2 con la ruta de asimilación de nitrato 
proviene de la dependencia de su expresión del factor de transcripción NIT2, 
principal gen regulador de esta vía. Los estudios de expresión en el mutante 
89.87 (nit2-), muestran que NIT2 es necesario para la señalización positiva del 
nitrato tanto en la expresión de THB1 como de THB2, incluso en medios con 
amonio (NA). Nuestros datos apoyan la función de NIT2 en la regulación de 
genes en N y describen una función de NIT2 menos estudiada en NA, donde 
los niveles de expresión de NIT2 son muy bajos (Camargo et al., 2007). En 
plantas existen proteínas homólogas a NIT2 (NLPs). Sería interesante ver si 
estos reguladores NLP están controlando la expresión de las Hbs en plantas. 
La proteína THB1 tiene un papel como enzima NO dioxigenasa y 
produce la retirada del NO. Esto se apoya en los datos siguientes: 1) los 
experimentos espectroscópicos in vitro mostraron que THB1 es capaz de 
unirse a NO dando un espectro similar al de unión de GLB1-reducida con NO 
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(Perazzolli et al., 2004), 2) la sobreexpresión de THB1 in vivo en E. coli reduce 
la capacidad de citoprotección por NO contra el estrés oxidativo en bacterias 
(Gusarov y Nudler, 2005), 3) este efecto negativo de THB1 en citoprotección 
bacteriana contra el estrés oxidativo es eliminado en el mutante THB1-F62W, el 
cual expresa una versión de THB1 mutada en un residuo clave en el canal de 
entrada de NO hasta el grupo hemo sin afectar a la unión de O2. Esta mutación 
como se vio en GlbN de Mycobacterium disminuye la actividad NOD de la 
proteína (Oliveira et al., 2012) y 4) los mayores niveles de NO presentes en la 
estirpe amiTHB1 de Chlamydomonas le confieren una mayor resistencia al 
estrés oxidativo. 
Se estudió la actividad NOD en Chlamydomonas. Las estirpes 
antisentido de THB1 (amiTHB1-1 y amiTHB1-4) fueron menos eficaces que 704 
para la eliminación del NO añadido externamente. La fluorescencia por NO, 
determinada por la sonda DAF- FM, fue mayor en las estirpes con expresión 
reducida de THB1. El aumento de fluorescencia fue inversamente proporcional 
a la expresión de THB1. Además, el mutante nit2, con la expresión más baja de 
THB1, mostró los más altos niveles de NO. Estos datos apoyan la actividad 
NOD en THB1. También hemos comparado el NO intracelular en células 
inducidas en NA, sin añadir NO externo y una vez más se pudo deducir que 
THB1 era el responsable de mantener adecuadamente los niveles de NO 
intracelular en las células incubadas en ese medio. En este caso, el mutante 
89.87 mostró menos NO que la estirpe amiTHB1-1, probablemente porque 
NIT2 controla la expresión de otros genes implicados en la generación de NO, 
como NIA1, que ya se ha demostrado ser una fuente importante de NO en 
plantas y algas (Yamasaki y Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002; Sakihama et 
al., 2002). Por lo tanto, estas cantidades de NO se corresponderían a un 
equilibrio entre el NO generado y el degradado. Un mutante nit2 está afectado 
en la generación y retirada de NO respecto a la estirpe de tipo silvestre. 
También se observó que cuando no se añade NO y sólo se mide el generado 
por la célula, los niveles de NO más altos se encuentran en la cepa amiTHB1-1, 
que era capaz de producir normalmente NO, pero fallaban en su degradación. 
Una baja eliminación de NO conduce a una represión significativa de 
NIA1, como era de esperar según de Montaigu et al. (2010). Todos estos datos 
sugieren que THB1 modula la bioactividad celular y ayuda a controlar los 
niveles de NO generados a partir de la asimilación de nitrógeno en el alga 
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verde Chlamydomonas reinhardtii. Además, THB1 evitaría la difusión del 
nitrógeno, por la captura de este NO y la generación de nitrato. 
 
Figura D2.1. Esquema de regulación de THB1 y THB2. 
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 Las conclusiones de esta Tesis son las siguientes: 
 
1.- El NO produce una inhibición rápida, eficiente y reversible del consumo de 
amonio, nitrato y nitrito en Chlamydomonas.  
2.- El NO inhibe de forma rápida y reversible la actividad NADPH-NR, pero solo 
en células intactas, ya que esta inhibición no se produce en los extractos 
celulares ni en la enzima purificada usados en los ensayos enzimáticos in vitro.  
3.- La inhibición por NO de la actividad NR requiere de la integridad celular y de 
una modificación postraduccional tipo S-nitrosilación posiblemente dependiente 
de enzima. 
4.- Las actividades nitrito reductasa y glutamina sintetasa no se inhiben pon NO 
en Chlamydomonas. 
5.- La regulación de la expresión de THB1 y THB2 depende de la fuente de 
nitrógeno, de forma diferencial.  
6.- La expresión de los genes THB1 y THB2 está controlada por el factor de 
transcripción NIT2. 
7.- El NO activa la expresión de THB1 mientras que reprime la de THB2. 
8- THB1 tiene actividad NOD e incrementa la sensibilidad frente al estrés 
oxidativo en E. coli y Chlamydomonas. 
9.- THB1 controla los niveles intracelulares de NO en Chlamydomonas. 
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1. Material Biológico. 
 
1.1. Estirpes de Chlamydomonas reinhardtii.  
 
Las diferentes estirpes de C. reinhardtii que se describen a continuación 
se caracterizan por la presencia de marcadores genéticos relevantes para el 
desarrollo experimental de este trabajo. Los genotipos mt+ y mt- se refieren al 
tipo de competencia sexual (sexo), mientras que la mutación cw15 origina la 
ausencia de pared celular (fenotipo cw -).  
ESTIRPE GENOTIPO FENOTIPO REF* 
704 mt+cw15 ARG7 + NIA1:ARS wt (1) 
89.87 
cyg56 
mt+cw15 ARG7 + NIA1:ARS RBCS2:AphVIII 
mt+cw15 ARG7 + NIA1:ARS RBSC2:AphVIII 
AI Nit2- ParR 
AI ParR 
(2) 
(2) 
amiTHB1-1 mt+704 THB1:pChlamiRNA3 THB1- 
(84%) 
(3) 
amiTHB1-4 mt+704 THB1:pChlamiRNA3 THB1- 
(57%) 
(3) 
Tabla 1. Estirpes de Chlamydomonas usadas en este trabajo. Las abreviaturas del fenotipo 
son: wt, fenotipo silvestre para la asimilación de nitrato; AI, insensible a amonio para la 
expresión del promotor NIA1; ParR, resintente al antibiótico paromomicina;THB1-  porcentaje de 
silenciamiento de THB1. *Referencias: (1) Loppes et al., 1999; (2) González-Ballester et al., 
2005a; (3) Este trabajo. 
1.2. Estirpes bacterianas. 
 
La estirpe bacteriana DH5αF’ se utilizó para la transformación con 
plásmidos, clonación y purificación de los mismos. Las otras estirpes, TP1000, 
BL21, C41 y C43 se usaron para la sobreexpresión y purificación de proteína.  
ESTIRPE GENOTIPO REFERENCIA 
DH5αF’ F´φ80dlacZAM15, AlacU169, recA1,endA1, 
hsdR17, supE44, thi-1, gyrA96, relA1 
Sambrook et al., 1989 
TP1000 MC4100, ΔmobAB::KmR Palmer et al., 1996 
BL21 F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm Studier y Moffatt, 1986 
C41 Derivada de BL21(DE3) Miroux y Walker, 1996 
   
Tabla 2. Estirpes de Escherichia coli usadas en este trabajo. 
 
2. Vectores. 
 
2.1. Vectores de clonación. 
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VECTOR CARACTERÍSTICAS REFERENCIA 
pGEMT/Easy 
Vector comercial, en forma abierta y con un residuo de 
timidina adicional en el extremo 3’ de cada cadena. 
Utilizado para la clonación de fragmentos de DNA 
amplificados por PCR con enzimas Taq que incorporan 
un residuo de adenosina al final del producto amplificado. 
Confiere resistencia a ampicilina. 
Promega 
 
    
pBluesript II 
SK 
 
 
 
pSpark®  
(Canvax) 
 
 
 
pSI108 
 
 
 
 
pChlami 
RNA3 
Vector derivado de pUC usado para la clonación de            
fragmentos originados por enzimas de restricción. 
Contiene la región codificante del péptido α de la β-        
Galactosidasa interrumpida por una zona con sitios de 
corte para enzimas de restricción. Confiere resistencia a 
ampicilina. 
 
Vector comercial que contiene los promotores T7 y SP6, 
lac, AmpR, β-lactamasa. NCBI: GQ489184. 
 
Basado en el pBluescript II KS, y contiene el gen de 
resistencia a paromomicina AphVIII (Sizova et al., 2001) 
bajo el promotor del gen RBCS2 (rubisco) de 
Chlamydomonas; seguido de una nueva copia del 
promotor de RBCS2, de un sitio de clonación múltiple y 
del terminador del gen RBCS2. 
 
Vector empleado en el silenciamiento mediante 
microRNA, que posee un precursor de microRNA 
flanqueado por el promotor y el 3’UTR del PSAD. Además 
posee el promotor de la rubisco y el gen de resistencia a 
ampicilina para su selección en bacterias. 
 
Sambrook J. et 
al., 1989 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Molnar et al., 
2009 
 
Tabla 3. Vectores de clonación usados en este trabajo. 
2.2. Vectores de expresión de proteínas. 
 
VECTOR CARACTERÍSTICAS REFERENCIA 
pQE80L 
Vector utilizado para sobreexpresar proteínas. Presenta 
un promotor inducible por IPTG. La clonación en este 
vector etiqueta la proteína a expresar con un conjunto de 
6 histidinas que permiten la retención en una matriz que 
contenga níquel. Confiere resistencia a ampicilina. 
 
Qiagen 
Tabla 4. Vectores de expresión de proteínas. 
 
3. Medios y condiciones de cultivo. 
 
Todos los medios de cultivo que se describen a continuación fueron 
previamente esterilizados en autoclave (1,2 atm, 20 min, 121ºC) y 
ocasionalmente por filtración a través de membranas de nitrocelulosa con un 
tamaño de poro de 0,2 µm.  
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3.1. Medios de Chlamydomonas. 
 
Los distintos medios usados para el cultivo de C. reinhardtii se 
prepararon a partir de las siguientes soluciones concentradas (Harris, 1989):  
• Solución Tris: 121 g/l Tris 
• Solución A: 5 g/l CaCl2.2H2O - 10 g/l MgSO4.4H2O - 40 g/l NH4Cl  
• Solución A-N: Igual que la solución A pero sin NH4Cl 
• Solución B: 115 g/l K2HPO4  - 46 g/l KH2PO4 
• Solución de oligoelementos: 50 g de EDTA (ácido libre) se disolvieron en 250 
ml de H2O. A continuación, se calentaron 550 ml de H2O a 100ºC y se 
añadieron en el siguiente orden: 11,4 g/l H3BO3; 22 g/l ZnSO4·7H2O; 5,1 g/l 
MnCl2 ·4H2O; 5 g/l FeSO4 · 7H2O; 1,6 g/l CoCl2 · 6H2O; 1,6 g/l CuSO4 · 5H2O; 
0,214 g/l MoO4Na2 · 2H2O. Tras mezclar ambas soluciones, se dejó enfriar 
hasta 80-90ºC y se ajustó el pH a 6,8, usando KOH al 20% y procurando que la 
temperatura no bajase de 70ºC. Finalmente, se enrasó el volumen hasta 1 litro, 
manteniéndose en oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 días antes de 
su uso. 
Preparación de medios: 
• Medio TAP: 20 ml/l de solución Tris 1M - 10 ml/l de solución A ó A-N - 1 ml/l de 
solución B - 1 ml/l de solución de oligoelementos - 0,95 ml/l de ácido acético 
glacial. 
• Medio Mínimo: 10 ml/l de solución A ó A-N - 10 ml/l de solución B - 1 ml/l de 
solución de oligoelementos. 
Para la preparación de medio sólido se añadió agar a una concentración 
de 1,6% (p/v). Los medios sólidos, tras ser esterilizados, fueron enfriados en un 
baño termostatizado a 50ºC. Los medios sólidos suplementados con el 
antibiótico paromomicina se prepararon a una concentración de 50 µg/ml y el 
antibiótico se añadió cuando el medio estaba a 50ºC para evitar la degradación. 
Los medios sólidos se vertieron a esta temperatura en placas de Petri y se 
dejaron enfriar hasta su solidificación.  
Todos los medios resultantes poseían un pH de aproximadamente 7,2. 
Para preparar medios con una fuente de nitrógeno diferente de NH4Cl (8 
mM) se utilizaba la solución A-N suplementándose con las concentraciones 
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requeridas de NH4Cl, KNO3, KNO2 o arginina. En el caso de los medios sin 
nitrógeno no se añadía nada a la solución A-N. 
Los cultivos se llevaron a cabo en cámaras con una temperatura 
mantenida de 23-25ºC, con iluminación continua de 15-20 W/m2 proporcionada 
por tubos fluorescentes de luz blanca. Los cultivos líquidos en medio mínimo se 
burbujearon con aire enriquecido con CO2 (3-5%, v/v) como fuente de carbono. 
Los recipientes empleados en los cultivos fueron frascos de Roux, matraces, o 
tubos cilíndricos en función del volumen celular que se necesitase obtener. De 
forma rutinaria, las células se recogieron al final de la fase exponencial de 
crecimiento mediante centrifugación (3000 x g, 1-2 min) a temperatura 
ambiente.  
Para la conservación de la estirpes de Chlamydomonas se emplearon 
tubos de poliestireno cristalino estériles, donde se inocularon. Se cultivaron con 
luz intensa y 23-25ºC durante un periodo de 3 a 6 días, según la fuente de 
nitrógeno utilizada. Tras este periodo, los tubos se transfirieron a temperatura 
ambiente y luz difusa hasta el momento de su utilización. Los cultivos que se 
utilizaban rutinariamente se renovaron de forma periódica cada dos semanas, 
en caso contrario cada seis meses, comprobando la pureza de los mismos 
mediante observación al microscopio óptico.  
3.2. Medios de bacterias. 
 
El medio de crecimiento de bacterias usado fue el Luria-Bertani (LB) 
(Sambrook et al., 1989), compuesto por: bactotriptona (10 g/l), extracto de 
levadura (5 g/l) y NaCl (5 g/l). Para el caso de medios sólidos se añade además 
agar al 1,6% (p/v). 
Para la selección por actividad de β-Galactosidasa se suplementó el 
medio LB con 500 µM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) y 40 µg/ml 
de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) (solución madre 40 
mg/ml en N,N-dimetilformamida). 
Los cultivos de estirpes bacterianas resistentes a ampicilina fueron 
suplementados con dicho antibiótico a una concentración de 100 µg/ml. En los 
medios sólidos el antibiótico se añadió siempre, tras la esterilización, a 
temperaturas inferiores a los 50ºC. 
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Para la preparación de células competentes de Escherichia coli se utilizó 
el medio PSI que contiene: Extracto de levadura (5 g/l), bactotriptona (20 g/l), y 
MgSO4 (5 g/l). El pH del medio se ajustó a 7,6 usando KOH. 
Las bacterias se cultivaron a 37ºC con agitación continua (150-290 
r.p.m.) durante periodos de 14 -16 h. 
Las estirpes bacterianas se conservaron a -80ºC en medio líquido con 
glicerol al 15% (v/v), y a 4ºC en placas de LB sólido, con los antibióticos 
apropiados para cada caso. 
 
4. Transformación genética. 
 
4.1. Transformación genética de Chlamydomonas reinhardtii. 
 
Se siguió, el método descrito por Kindle (1990) con algunas 
modificaciones. Las células de C. reinhardtii se cultivaron en medio TAP 
amonio hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento, se recogieron por 
centrifugación a 3000 x g durante 1 min, se lavaron con medio mínimo sin 
fuente de nitrógeno, y se resuspendieron en este medio a una densidad de 3-5 
× 107-108 células/ml. La mezcla de transformación contenía 0,9 ml de células, 
0,1 ml de polietilenglicol (PEG) 8000 al 20% (p/v), 0,1-1 μg de DNA y unos 0,3 
g de perlas de vidrio silanizadas. El PEG se añadió en el último lugar, e 
inmediatamente se agitó la mezcla vigorosamente en un vórtex durante 8 s 
(tiempo para mutantes de pared cw-). A continuación, se lavaron las células con 
10 ml de medio mínimo sin nitrógeno con el fin de eliminar el PEG, se 
centrifugaron a 3000 x g, se resuspendieron en 30-40 ml de medio mínimo sin 
nitrógeno donde se mantuvieron con luz continua durante 6-12 h. Esto se hace 
con el propósito de inducir la expresión de la proteína responsable de la 
resistencia, APHVIII, antes de la inoculación del cultivo en medios con 
paromomicina, limitando al mismo tiempo la división celular al retirar la fuente 
de nitrógeno. Finalmente se centrifugó el cultivo a 3000 x g durante 1 min y se 
transfirió a placas de medio selectivo (paromomicina 50 µg/ml en medio mínimo 
o 100 µg/ml en medio TAP). 
4.2 Transformación genética de Escherichia coli. 
 
4.2.1. Preparación de células competentes. 
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Se inocularon 5 ml de medio PSI con una colonia de la estirpe DH5αF’ 
de E. coli y se incubó a 37ºC con agitación durante toda la noche. 
Posteriormente, las células se diluyeron 20 veces con medio PSI nuevo y se 
cultivaron hasta alcanzar una absorbancia de 0,45-0,5 a 550 nm. Una vez 
crecido, el cultivo se enfrió en hielo durante 5 min para después centrifugar las 
células a 4ºC a 3000 x g durante 5 min, y resuspenderlas con suavidad en 40 
ml de solución TFB-1 fría. Una vez resuspendidas las células se mantuvieron 
en hielo durante 5 min. Seguidamente, se volvieron a centrifugar las células y 
el precipitado se resuspendió usando 4 ml de TFB-2 y posteriormente se 
mantuvieron en hielo durante 15 min. Alícuotas de 150 μl se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 
Solución TFB-1. Acetato potásico 30 mM, KCl 100 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 
mM y glicerol al 15% v/v. El pH se ajustó a 5,8 con ácido acético 0,1 M. Se 
esterilizó por filtración y se almacenó a 4ºC hasta su uso. 
Solución TFB-2. MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, KCl 10 mM y glicerol 15% v/v. El 
pH se ajustó a 6,5 con KOH. Se esterilizó por filtración y se almacenó a 4ºC 
hasta su uso. 
4.2.2. Transformación de células competentes. 
Las células competentes se descongelaron lentamente en baño de hielo, 
justamente después se añadió 1µl por cada 10 µl de células competentes de 
una solución de β-mercaptoetanol al 1,8%, y se mantuvo en hielo durante 10 
min. Inmediatamente después, a cada DNA plasmídico o mezcla de ligación, se 
le añadieron 50 μl de células competentes y se incubó en hielo durante 30 min. 
La mezcla de células competentes y DNA se sometió a un tratamiento de 
choque térmico de 38ºC durante 3 min e inmediatamente se incubó en hielo 
durante 2 min. Posteriormente se añadieron 0,5 ml de LB y se incubó a 37ºC 
durante 15-20 min con agitación suave. El tiempo de recuperación con LB varía 
en función del antibiótico de resistencia utilizado. Para ampicilina es suficiente 
con 10 min, mientras que para estreptomicina es mejor recuperar durante 40-
50 min. Por último, se inoculó la mezcla de transformación en medio LB de 
selección. 
 
5. Determinación de actividades enzimáticas. 
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5.1. Actividad NAD(P)H-Nitrato Reductasa (NAD(P)H-NR). 
La actividad se determinó in vitro usando extractos crudos, obtenidos por 
congelación/descongelación y por rotura con escisión por pipeteo, en Tris-HCl 
50 mM, pH 7,5 (Fernández y Cárdenas, 1982). La actividad NAD(P)H-NR se 
determinó midiendo el nitrito que aparecía en el medio de reacción como 
resultado de la reducción enzimática del nitrato. Como donador de electrones 
se utilizó NADPH (Paneque y Losada, 1966). 
Para la determinación de la actividad se mezclaron 100 μl de extracto 
crudo junto con 50 μl de agua destilada y 100 μl de una mezcla de reacción que 
contenía: 2 volúmenes de Tris-HCl 0,5 mM a pH 7,5; un volumen de KNO3 100 
mM y un volumen de NADPH 3 mM disuelto en Tris-HCl 50 mM a pH 7,5. La 
reacción comenzó con la adición de la mezcla de reacción y se desarrolló a 
30ºC durante 30 min. El nitrito producido se determinó colorimétricamente 
(Snell y Snell, 1949), tomando como blanco muestras en las que la reacción se 
paró a tiempo inicial. 
5.2. Actividad Nitrito Reductasa (MVH-NiR). 
 
La actividad se determinó in vitro usando extractos crudos, obtenidos por 
congelación/descongelación y por rotura con pipeteo, en Tris-HCl 50 mM, pH 
7,5 (Fernández y Cárdenas, 1982). Se determinó midiendo colorimétricamente 
la desaparición de nitrito, usando metil viológeno químicamente reducido con 
ditionito como donador de electrones (Paneque et al., 1965). La mezcla de 
ensayo contenía en un volumen final de 1 ml: 100 µl de la suspensión de 
células rotas, 150 µmoles de MV y 8,6 µmoles de ditionito sódico. La reacción 
se inició por la adición de ditionito, previamente disuelto en 0,29 M NaHCO3 y 
se desarrolló a 37ºC. El nitrito en el medio de ensayo se determinó a tiempo 
cero y después de 10 min de reacción, en fracciones de 0,1 ml tras agitar 
vigorosamente para detener la reacción.	  
5.3. Actividad Glutamina sintetasa. 
 
Los actividad transferasa de la GS se determinó según el método 
descrito por Shapiro y Stadtman (1970), midiendo la formación de γ-glutamil-
hidroximato dependiente de ATP. El complejo formado fue determinado a una λ 
= 500 nm (ε=3.36mM-1 cm-1 ). Para la actividad GS, el 100% de actividad se 
correspondía a 91.4±4.5 mU mg-1 de clorofila. 
Materiales y Métodos 
El óxido nítrico y la asimilación de nitrógeno en Chlamydomonas 
76	  
5.4. Actividad Arilsulfatasa (ARS). 
 
Las células cultivadas en medio de cultivo sólido se retiraron de la placa 
con una cuchilla y se lavó la superficie del agar con un poco de agua. A 
continuación las placas se incubaron con 9 ml de Tris-HCl 100 mM, pH 7.5, 100 
µl de Imidazol 1 M, 100 µl de 10 mg/ml Naftilsulfato y 1 ml de una disolución de 
10 mg/ml de Orto-dianisidina-tetrazotizada (TOD) a temperatura ambiente. La 
coloración rojiza aparece tras un período de 5 a 30 min. A continuación se 
lavaron con Acetato sódico 1 M, pH 4,8, para detener la reacción (Ohresser et 
al., 1997) o simplemente con agua cuando se tomó la foto inmediatamente. 
 
6. Cuantificación de NO mediante fluorescencia medida con DAF-FM DA. 
 
Las células cultivadas en medio TAP fueron concentradas (45 µg/ml de 
clorofila) e inducidas en un medio que contenía 4 mM de nitrato y 8 mM de 
amonio durante 3 h. El DAF-FM DA (1 µM; Invitrogen Molecular Probes) 
(Kojima et al., 1998) se aplicó 30 min antes de la medida. Estas células (200 µl) 
fueron transferidas a una placa de 96 pocillos negra (Perkin-Elmer OptiPlate-96 
Black Opaque 96-well Life Sciences) para la medición de la fluorescencia. Las 
medidas fueron tomadas en un lector de microplacas (Tecan SpectraFluor 
Plus). Las longitudes de onda de excitación y emisión fueron 495 y 515 nm, 
respectivamente. Cuando se añadía DEA-NONOate al ensayo como donador 
de NO, las células eran incubadas durante 15 min antes de cada medición. En 
cada placa se realizaban al menos 3 replicas por condición.  
 
7. Aislamiento de ácidos nucleicos. 
 
7.1. Extracción de DNA genómico de Chlamydomonas. 
 
Las células de un cultivo de 50 ml se recogieron por centrifugación a 
3000 x g durante 2 min. Se descartó el sobrenadante y se resuspendieron en 
800 µl de tampón de lisis, que contenía 50 mM de Tris-HCl, pH 8,0; 0,3 M de 
NaCl y 5 mM de EDTA. Seguidamente, se añadió SDS a una concentración 
final del 2% y se agitó por inversión 8-10 veces. En este paso, se podían 
congelar las mezclas a -80ºC para su almacenamiento y posterior extracción, o 
bien mantenerlas a 4ºC durante unos 5-10 min para favorecer la lisis antes de 
empezar con la extracción. 
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Para el procesamiento de las muestras se hicieron extracciones con 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25/24/1 v/v/v). Para un volumen de extracto 
celular se añadió un volumen de solución fenólica y se agitó vigorosamente 
durante 1 min; posteriormente se centrifugó a 15.000 x g a 4ºC durante 15 min, 
seguidamente se eliminó la fase fenólica y se repitió la extracción tantas veces 
como fuese necesario, hasta que la interfase quedase totalmente limpia. A 
continuación, se procedió con una extracción similar a la anterior usando 
cloroformo saturado con agua para eliminar los restos de fenol. Una vez limpio 
de fenol, se procedió a la precipitación de los ácidos nucleicos mediante 
adición de 2 volúmenes de etanol al 95%; tras incubar a -20ºC durante 1 h se 
centrifugó a 15.000 x g a 4 ºC durante 30 min. El precipitado de ácidos 
nucleicos se lavó con 500 μl de etanol al 70% tras lo cual se volvió a centrifugar. 
Se secó a temperatura ambiente hasta que la pella se volvió incolora y se 
resuspendió en 50-100 µl de agua. Por último, se añadió RNasa a las muestras 
a una concentración final de 10 μg/ml y se incubó a 37ºC durante 1 h. El DNA 
extraído se almacenó a -20ºC. 
7.2. Extracción de RNA total de Chlamydomonas. 
 
Las células de 50 ml de cultivo cultivadas en las condiciones de interés 
se recogieron por centrifugación a 3000 x g durante 2 min. Se descartó el 
sobrenadante y se resuspendieron en 800 µl de tampón de lisis, que contenía 
50 mM de Tris-HCl, pH 8,0; 0,3 M de NaCl y 5 mM de EDTA. Seguidamente, se 
añadió SDS a una concentración final del 2% y se agitó por inversión 8-10 
veces. En este paso, se podían congelar las mezclas a -80 ºC para su 
almacenamiento y posterior extracción, o bien mantenerlas a 4ºC durante unos 
5-10 min para favorecer la lisis antes de empezar con la extracción. 
Para el procesamiento de las muestras se hicieron extracciones con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 v/v/v), tantas veces como fuese 
necesario, hasta que la interfase quedaba totalmente limpia (igual que en 7.1). 
A continuación, se procedió a extraer con cloroformo saturado con agua (igual 
que en 7.1). Tras lo cual, se añadió LiCl hasta una concentración final de 4 mM. 
Se incubó al menos 4 h a 4ºC y se centrifugó a esta misma temperatura a 
15.000 x g durante 30 min, obteniéndose un precipitado de RNA y un 
sobrenadante en el cual se encuentra el DNA genómico. El precipitado se lavó 
con etanol al 70% y se volvió a centrifugar a 15.000 x g durante 30 min, tras lo 
cual, se resuspendió en 50 μl de agua miliQ estéril. 
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7.3 Aislamiento de DNA plasmídico de Escherichia coli mediante lisis 
alcalina. 
 
Se utilizaron 1,5 ml de cultivo bacteriano en fase estacionaria de 
crecimiento que se centrifugaron a 15.000 x g durante 1 min. El precipitado se 
resuspendió en 200 μl de una solución que contenía: 50 mM de glucosa, 25 
mM de Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM de EDTA. Tras 5 min de incubación a 
temperatura ambiente, se añadieron 200 μl de una solución 0,1 M de NaOH y 
1% de SDS. El tubo se agitó suavemente y se incubó 5 min a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadieron 200 μl de una solución fría de 5 M de 
acetato potásico, pH 4,8; y se agitó suavemente varias veces por inversión. El 
tubo se centrifugó a 15.000 x g en una microcentrífuga a 4ºC durante 10 min. El 
precipitado, con los restos celulares, se desechó, y el sobrenadante se 
transfirió a un tubo nuevo donde se añadieron 2 volúmenes de etanol al 95%, 
para precipitar el DNA. El tubo se incubó 20 min a ‒20 ºC y se centrifugó a 4ºC 
y 15.000 x g, y el precipitado se lavó con etanol al 70%. Después de centrifugar 
nuevamente, el DNA precipitado se dejó secar al aire y se disolvió en 30 μl de 
agua. El rendimiento medio fue de a 3 a 5 μg de DNA por ml de cultivo. 
 
8. Cuantificación, Manipulación y Tratamientos Enzimáticos de ácidos 
nucleicos. 
 
8.1 Cuantificación de ácidos nucleicos. 
 
Los ácidos nucleicos se cuantificaron siguiendo alguno de los 
procedimientos que se detallan a continuación. 
8.1.1 Cuantificación espectrofotométrica. 
Los ácidos nucleicos se cuantificaron espectrofotométricamente, 
midiendo la absorbancia a 260 nm y teniendo en cuenta que el coeficiente de 
extinción molar del DNA bicatenario es 50 μg-1cm-1ml, el del DNA 
monocatenario es 30 μg-1cm-1ml y el del RNA, 40 μg-1cm-1ml. Generalmente, se 
prepararon diluciones 1:100 en agua de las preparaciones de ácidos nucleicos 
cuya concentración se pretendía determinar. Se realizaron mediciones de 
absorbancia a 320 nm y 280 nm, que permitieran determinar la presencia en 
las mismas de contaminantes de naturaleza glucídica y proteica, y a 260 y 280 
nm cuya razón nos permite conocer la calidad del ácido nucleico aislado. 
8.1.2. Cuantificación espectrofotométrica mediante nanodrop. 
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La cuantificación en este caso se llevó a cabo colocando 1 μl de la 
muestra en un nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 
8.1.3. Cuantificación electroforética. 
Se estima la concentración de ácidos nucleicos de forma visual y 
semicuantitativa mediante electroforesis de los DNAs en geles de agarosa, 
comparando las fluorescencias obtenidas, por la unión del bromuro de etidio, 
con la mostrada por patrones de DNA de concentración conocida (DNA del 
fago λ). 
8.2. Electroforesis en geles de agarosa. 
 
8.2.1. Separación de fragmentos de DNA. 
Los fragmentos de DNA se separaron por su tamaño en geles de 
agarosa normalmente entre 0,6 y 2% en tampón 1 x TAE y 0,5 μg/ml de 
bromuro de etidio para visualizar los ácidos nucleicos mediante un 
transiluminador de luz UV. El porcentaje de agarosa se modificó para cada 
caso según el tamaño de los fragmentos que nos interesasen separar 
(Sambrook et al., 1989). Antes de cargar las muestras en el gel, se les 
añadieron 1 μl de una solución de carga por cada 10 μl de muestra. Las 
electroforesis se realizaron en cubetas horizontales a un voltaje constante de 2-
5 voltios/cm. 
Solución TAE 50X: Tris base 242 g/l; ácido acético glacial 57,1 ml/l y EDTA 50 
mM (100 ml de una solución EDTA 0,5 M, pH 8,0). 
Solución de carga 10X: 0,25 azul de bromofenol; 0,25% azul de xilenocianol; 
50% glicerol. 
8.2.2. Visualización de los ácidos nucleicos. 
Una vez finalizada la electroforesis, los geles se visualizaron mediante 
iluminación con luz UV de onda corta (254 nm), o de onda larga (366 nm) 
cuando se requería aislar algún fragmento de DNA del gel. Los datos se 
analizaron con un sistema de imágenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad) conectado a 
un PC utilizando el software Quantity One® 4.1 (Bio-Rad). Como marcador de 
peso molecular se utilizó el marcador comercial 1 kb Ladder plus (Invitrogen).  
8.2.3. Rescate de DNA de geles de agarosa mediante congelación. 
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El fragmento de gel de agarosa que contenía el DNA de interés se 
congeló a -20ºC, un tiempo mínimo de 10 min. A continuación, se centrifugó 
durante 10 min a 15.000 x g a temperatura ambiente. En este proceso la pieza 
de agarosa se compacta en el fondo del tubo y queda un sobrenadante que 
contiene el DNA de interés. La preparación de DNA se concentró mediante 
precipitación con etanol en los casos en que el proceso de purificación diluyó 
mucho la muestra. 
8.3. Digestión de moléculas de DNA. 
 
Los tratamientos de DNA con enzimas de restricción se realizaron en las 
condiciones recomendadas por los fabricantes (GE Healthcare, Roche, Takara) 
tanto en lo referente al tampón como a la temperatura.  
La digestión de plásmidos y fragmentos pequeños de DNA se llevó a 
cabo utilizando 2-5 U de enzima/µg de DNA. Los tiempos utilizados fueron de 
1-3 h. En los casos necesarios se añadió 1 µg RNasa libre de DNasa por cada 
µg de DNA a digerir. 
8.4. Desfosforilación de extremos de moléculas de DNA. 
 
La desfosforilación de DNA, para disminuir la frecuencia de religación no 
deseada, se llevó a cabo mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de 
intestino de ternera (Boehringer Mannhein). Se utilizó 1 U de enzima por cada 
50 ng de DNA, incubándose con el tampón suministrado por el fabricante al 1X 
a 37ºC durante 30-60 min. Para comprobar que el DNA no se había degradado 
y eliminar la enzima, los fragmentos de DNA tratados se cargaron en un gel de 
agarosa y se purificaron como se detalla en el punto 8.2.  
8.5. Clonación de moléculas de DNA. 
 
8.5.1. Ligación de fragmentos de DNA generados mediante enzimas 
de restricción. 
La ligación se realizó utilizando la enzima T4 DNA ligasa en el tampón 
suministrado por la casa comercial (Roche) y siguiendo las instrucciones 
recomendadas. Las ligaciones se llevaron a cabo a 14ºC durante 4 a 16 h para 
las ligaciones de extremos cohesivos y 12-16 h para las ligaciones de extremos 
romos. 
8.5.2. Ligación de fragmentos de DNA generados mediante PCR. 
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La clonación de fragmentos generados por PCR usando polimerasas de 
DNA con actividad adenosina transferasa terminal, se realizó mediante la 
ligación de los mismos con el vector pGEM-T, utilizando el sistema comercial 
“pGEM®-T Vector Systems” (Promega) y siguiendo las instrucciones 
suministradas por el fabricante. En algunas ocasiones se empleó para la 
clonación de este tipo de fragmentos el vector “pSpark® I DNA Cloning 
Systems” (Canvax), siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. 
Los fragmentos de DNA generados por PCR con enzimas “Proof 
Reading”, sin actividad adenosina transferasa terminal, fueron clonados en el 
vector pBK digerido con la enzima de restricción EcoRV, que deja extremos 
romos. 
8.6. Secuenciación de DNA. 
 
La secuenciación del DNA la llevó a cabo el Servicio Central de Apoyo a 
la Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba, en secuenciadores 
automáticos (modelo ABI 377; Applied Biosystems, Perkin-Elmer Co.), 
empleando terminadores marcados con cromóforos fluorescentes y cebadores 
adecuados para cada caso, de acuerdo con las instrucciones recomendadas 
por el fabricante. 
  
9. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).  
 
La obtención de fragmentos de DNA mediante amplificación por PCR se 
llevó a cabo en distintos termocicladores dependiendo del tipo de experimento 
que se hiciese: TGradient (Biometra); Mastercycler® (Eppendorf); iCycler (Bio-
Rad). 
9.1. PCR estándar. 
Para estas amplificaciones se empleó una Taq polimerasa termoestable 
(Biotools) con el tampón recomendado por el fabricante y las condiciones de 
reacción que se indican en la tabla M.5. Las reacciones se realizaron en un 
volumen final de 25 μl y contenía: 1 X tampón de DNA polimerasa; 0,4 mM de 
cada dNTP; 0,2 pmoles de cada cebador; 0,5 U de polimerasa. Los cebadores 
utilizados en cada reacción se detallan en el apartado 16. 
La cantidad de DNA molde utilizada fue de 10 ng de DNA plasmídico o 
DNA de tamaño pequeño. En las amplificaciones de DNA genómico se utilizó 
100 ng de DNA y 1 a 2% de DMSO. Para realizar PCR a partir de una colonia 
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(PCR de colonias) se tomó una colonia con un palillo estéril y se resuspendió 
en 50 μl de agua destilada (en el caso de colonias bacterianas) o 50 μl de una 
solución de DMSO al 5% en agua (en el caso de colonias de Chlamydomonas), 
se calentó durante 10 min a 96ºC, se enfrió en hielo 5 min y se centrifugó 
durante 5 min a 15.000 x g. Como molde para la PCR se utilizaron 5 μl de 
sobrenadante. 
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO  
Desnaturalización inicial 96ºC 5 min  
Desnaturalización 96ºC 60 s  
Unión de Cebadores Tm 30 s 40 ciclos 
Extensión 72ºC Tex  
Extensión Final 72ºC 10 min  
Tabla 5. Condiciones usadas en la PCR estándar. Tm, la temperatura de unión de los 
cebadores usada fue optimizada mediante una PCR previa en la que se probaron al menos 10 
temperaturas diferentes alrededor de la recomendada por el fabricante de los cebadores 
(Invitrogen, Isogen); Tex, el tiempo de extensión usado correspondió a 1 min por cada kb a 
amplificar. 
9.2. PCR con Polimerasa de alta fidelidad. 
 
En los casos en los que se requirió una mayor fidelidad de copia en la 
amplificación, se utilizó el kit “CERTAMP-Amplification kit”, (Biotools) que 
contiene una mezcla de enzimas, una Taq polimerasa normal y una polimerasa 
que posee actividad correctora exonucleasa 3’-5’. También se usó la 
polimerasa de alta fidelidad “iProof” (BioRad). En el caso de esta última se usó 
el buffer de alta fidelidad (HF) cuando la amplificación era sobre vector, y el 
buffer para regiones ricas en guanina y citosina (GC) cuando era sobre DNA 
genómico o cDNA. En ambos casos los reactivos utilizados y las 
concentraciones de los mismos fueron las especificadas por el fabricante. 
9.3. Síntesis de cDNA. 
 
El RNA se sometió a transcripción inversa con la enzima “Superscript II 
Reverse Transcriptase” (Invitrogen), siguiendo en todo caso las instrucciones 
suministradas por el fabricante. 
Para la síntesis de cDNA, se añadieron 1-3 μg de RNA total a una 
mezcla que contenía agua, 1 μl de cebador QT u Oligo(dT) 10 μM y 1 µl de 
dNTPs 10 mM. Se calentó a 65ºC durante 5 min y posteriormente se enfrió en 
hielo. A continuación, se añadieron 6,5 μl de una solución de retrotranscripción 
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que contenía, para un volumen final de 20 μl: 4 μl de tampón Superscript II RT 
© 5 X; 1 μl DTT 100 mM; 1 μl inhibidor de RNasa (20 U/ml) o agua en su 
defecto, y 0,5 μl de la enzima Superscript II RT (2 U/μl). La retrotranscripción se 
realizó en un termociclador con el siguiente programa: 25ºC 5 min; 42ºC 50 
min; 50ºC 10 min; 70ºC 15 min.  
Para la síntesis de DNA copia con la enzima iScriptTM se añadieron 1-3 
μg de RNA a una mezcla que contenía agua, 4 µl de “iScriptTM select reaction 
mix”, 2 μl de Oligo(dT) 10 µM y 1 µl de “iScript reverse transcriptase”. La 
retrotranscripción se llevó a cabo en un termociclador siguiendo el siguiente 
programa: 42ºC 60-90 min, 85ºC 5 min. 
El cDNA sintetizado se almacenó a -20ºC hasta su uso. 
9.4. PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real permite cuantificar la 
cantidad de mRNA correspondiente a un gen determinado en una muestra a 
través de la fluorescencia que emita el amplicón correspondiente a ese gen. 
Esta cuantificación se consigue mediante la medida del incremento de 
fluorescencia durante la fase exponencial de la PCR en cada ciclo de 
amplificación. 
La cuantificación a tiempo real de la expresión de un gen se basa en el 
cálculo del ciclo umbral (Ct), que se define como el número de ciclos al cual la 
fluorescencia es estadísticamente significativa sobre el ruido de fondo. Este 
valor de Ct es inversamente proporcional al logaritmo del número de copias 
iniciales de un gen. El resultado obtenido es normalizado frente al obtenido con 
un gen control (de expresión constitutiva) amplificado en las mismas 
condiciones. El gen que se ha tomado como control en este trabajo es una 
ubiquitina ligasa de Chlamydomonas, cuya expresión no se ve alterada por la 
variación en la fuente de N o C (González-Ballester et al., 2004). Si los valores 
de Ct del gen de estudio son menores que los obtenidos en el control, indicaría 
una mayor abundancia de ese gen sobre el de control. 
El cDNA correspondiente a cada muestra de RNA se sintetizó como se 
describe en el apartado 9.3. 
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Aunque existen varias estrategias de emisión de fluorescencia 
detectable en la PCR a tiempo real, en este trabajo se usó el fluoróforo SYBR 
Green I (10,000 X en DMSO, Molecular Probes/ Leiden, The Netherlands) en el 
caso de RT-PCR con mezcla de reacción casera o el fluoróforo EvaGreen® 
(BioRad) en los casos en los que se empleó el kit comercial “SsoFast 
EvaGreen® Supermix”. Ambos compuestos emiten fluorescencia cuando se 
intercalan en la doble hebra de DNA, perdiendo esta capacidad cuando el DNA 
se encuentra en cadena sencilla. 
Todas las reacciones de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos en 
un termociclador iCycler ® de BioRad. En cada placa se incluyeron muestras 
controles paralelas a las experimentales para normalizar los datos obtenidos en 
la PCR cuantitativa. Por tanto, cada placa incluía, además de las muestras 
problema por triplicado, un número igual de muestras correspondientes al 
control de referencia (ubiquitina ligasa), utilizando los mismos reactivos y 
condiciones de PCR que las muestras problema. En todas las placas se 
incluyeron al menos dos muestras sin cDNA, que fueron tomadas como control 
negativo. 
9.4.1. Diseño de cebadores y especificidad de las reacciones. 
Dado que los RNAs no fueron tratados con DNAsa, los cebadores se 
diseñaron para amplificar específicamente sobre los cDNAs y evitar la 
amplificación de DNA genómico. Para ello, el extremo 3´ de uno de los 
cebadores de cada pareja estaba diseñado entre dos exones del gen estudiado. 
La especificidad de los cebadores fue comprobada viendo que el tamaño de la 
banda amplificada correspondía al del cDNA sin intrones. Para más seguridad, 
todas las bandas fueron secuenciadas. La secuencia de los cebadores se 
muestra en la Tabla 9. 
La optimización de los cebadores se realizó mediante un gradiente de 
temperatura de hibridación (50-70ºC). La eficiencia de cada pareja de 
cebadores se determinó a su temperatura óptima mediante el cálculo de la 
pendiente de una curva de dilución estándar, de acuerdo con el método de 
Rasmussen et al. (2001). La especificidad de las reacciones de PCR fue 
comprobada mediante un programa diseñado parar determinar la curva de 
fusión que consistía en un calentamiento de las muestras desde 60 a 100ºC, a 
una velocidad de 0,5ºC/s y medida continua de la fluorescencia. Cada curva de 
fusión era específica de una banda amplificada. La especificidad también se 
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comprobó mediante análisis electroforético en geles de agarosa al 4%. Sólo en 
el caso de coincidir los datos de las curvas de fusión y tamaño de la banda 
amplificada con lo esperado se procedía al análisis de los valores de Ct. 
9.4.2. RT-PCR a tiempo real con mezcla de reacción casera. 
Siguiendo el esquema de la Figura 1 se procedió a la realización de las 
PCR a tiempo real con la mezcla de reacción casera. 
 
Figura 1. Esquema de la preparación de una placa para RT-PCR a tiempo real con mezcla 
de reacción casera. 
Las muestras se mantenían en hielo para evitar el funcionamiento de la 
Taq polimerasa. Se preparó una mezcla de reacción “master mix” como se 
indica en la Tabla 6. Aunque el volumen final de reacción fue de 25 µl, todas 
las reacciones están calculadas para un volumen de 26,7 µl, con el fin de 
eliminar los errores de pipeteo. 	  
Mezcla de reacción para N reacciones 
Tampón de PCR 10 x (Biotools)                                        N x 17,4 µl 
dNTPs 10 mM                                        N x 3,5 µl 
Biotools DNA polimerasa                                        N x 2,8 µl 
SYBR-Green (1/10000 en DMSO)                                        N x 4,35 µl 
H2O                                        N x 125,6 µl 
                                                           Volumen f inal = N x 153,6 µl  
  Tabla 6. Composición de las reacciones de PCR a tiempo real. 
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Una vez preparada la mezcla se añadieron 153,6 µl a tubos que 
contenían 6,4 µl del cDNA a amplificar. El volumen de “master mix” necesario 
fue calculado a partir del número de cDNAs distintos a amplificar (N). 
Posteriormente, y como se indica en la Figura 1, la mezcla preparada con el 
cDNA se repartía en partes iguales (76,8 µl) en dos tubos que contenían 3,2 µl 
de una mezcla 10 mM de los cebadores Upper y lower. Uno de los tubos 
contenía los cebadores específicos del gen a estudiar y otro de ellos los 
cebadores específicos del gen control ubiquitina ligasa. Por último, la mezcla 
de PCR resultante (para tres reacciones) se repartía en las placas de 96 
pocillos (BioRad), de forma ordenada y evitando la formación de burbujas que 
impidan una correcta detección de la fluorescencia. 
Posteriormente la placa se cubría con una lámina transparente de 
plástico (BioRad). La PCR se realizó siguiendo el programa que se detalla a 
continuación: 
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO  
Desnaturalización inicial 94ºC 3 min 1 ciclo 
Desnaturalización 94ºC 30 s  
Unión de Cebadores Tm 30 s 50 ciclos 
Extensión 72ºC 30 s  
Conservación 4ºC Indefinido  
Tabla 7. Condiciones de amplificación utilizadas en la PCR a tiempo real. La Tm  es la   
correspondiente para cada uno de los cebadores. 
 
9.4.3. RT-PCR a tiempo real con el kit comercial “SsoFastTM 
EvaGreen®  Supermix” (BioRad). 
Para la utilización de dicho kit se siguieron las indicaciones 
proporcionadas por el fabricante (Tabla M7). El esquema que se siguió en este 
caso fue el mismo que en el caso anterior (Figura M1), salvo que se realizaron 
las reacciones con un volumen final de 10 µl. El SsoFast de EvaGreen 
Supermix ya contenía lor dNTPs, el tampón, la polimerasa y el fluoróforo, lo 
cual simplificó su uso. 
La PCR se realizó siguiendo el programa siguiente: 
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ETAPA TEMPERATURA TIEMPO  
Desnaturalización inicial 95ºC 30 s 1 ciclo 
Desnaturalización 95ºC 5 s  
Unión de Cebadores Tm 20 s 30-40 ciclos 
Extensión 65-95ºC Continuo  
Conservación 4ºC Indefinido  
Tabla 8. Condiciones de amplificación utilizadas en la PCR a tiempo real con kit 
comercial. La Tm  es la   correspondiente para cada uno de los cebadores. Y se probaron a 
diferentes temperaturas. 
 
9.4.4. Análisis, normalización y validación de los datos. 
Para la validación de los datos, a los productos de amplificación se les 
determinaron las correspondientes curvas de fusión así como se analizaron por 
electroforesis para comprobar el tamaño de la banda. Sólo en el caso de 
coincidir los datos de las curvas de fusión y tamaño de la banda amplificada 
con lo esperado se procedía al análisis de los valores de Ct. 
Los valores de Ct para cada una de las reacciones se obtuvieron 
automáticamente con el programa iCycler™ iQ versión 3.0 (BioRad), a partir de 
los valores obtenidos de la intersección de las curvas de amplificación con una 
línea base. El valor de esta línea base fue fijado a 50 para todos los 
experimentos realizados. Debido a que todas las amplificaciones (tanto 
problema como control) fueron realizadas por triplicado, se tomó como valor 
final la media de los Ct obtenidos en las tres repeticiones. 
Los valores de Ct obtenidos para cada una de las muestras analizadas 
fueron normalizados frente a los valores de Ct del gen constitutivo (ubiquitina 
ligasa). La normalización se llevó a cabo según la siguiente fórmula (Pfaffl, 
2001). 
 
Incremento de expresión = 2-ΔCt 
Donde ΔCt = Ct gen problema ‒ Ct gen constitutivo  
 De esta fórmula se deduce que al gen control se le da valor de expresión 
1. Si el valor obtenido para el gen problema es mayor de 1, este gen se 
expresa más que el control. Si el valor obtenido es menor de 1, éste se expresa 
menos que el control. 
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10. Estrategia de silenciamiento mediante miRNA. 
 
Esta estrategia se basa en el silenciamiento específico de genes 
mediante microRNA publicado por Molnar et al., 2009, formando una horquilla 
con una secuencia específica del gen que se quiere silenciar. Para diseñar los 
oligos se empleó la página (http://wmd2.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl). 
Se trataban de dos oligos de 90 nt. 
En primer lugar estos oligos se hibridaron. Para ello se resuspendieron 
en agua estéril a una concentración de 100 μM. De esta mezcla se tomaron 10 
μl y se les añadió 20 μl del tampón 2X: 20 mM Tris, pH 8.0, 2 mM EDTA, 100 
mM NaCl. Se hirvió esta mezcla en un baño de agua durante 5 minutos y se 
dejó enfriar gradualmente durante toda la noche. 
A continuación se llevó a cabo la fosforilación de los oligos hibridados 
mezclando 1 μl de éstos con 1 μl de buffer 10x de la enzima T4 DNA ligasa de 
Roche (el buffer de la quinasa PNK no funciona), 1 μl de quinasa PNK y 7 μl de 
agua estéril e incubando a 37ºC durante 30 min. Posteriormente, la quinasa se 
desactivó calentando a 65ºC durante 20 min. 
Por otro lado se digirió el vector pChlamiRNA3 con la enzima de 
restricción SpeI y se desfosforiló añadiendo a 28 μl de vector digerido, 10 μl de 
fosfatasa y 4,2 μl de buffer fosfatasa alcalina del intestino de ternera 
(Boehringer Mannhein), e incubando esta mezcla a 37ºC durante 30 min. Se 
cargó en gel de agarosa y se purificó como se ha indicado en el apartado 8.2. 
Finalmente se ligaron el vector digerido y desfosforilado y los oligos 
hibridados y fosforilados mezclando: 1 μl de vector desfosforilado, 1 μl dilución 
1:10 oligo desfosforilado, 6,5 μl agua, 1 μl buffer y 1 μl T4 DNA ligasa, ambos 
de Roche. Esta mezcla se incubó a 24ºC durante toda la noche. 
Con esta construcción se transformaron células competentes de E. Coli 
DH5 αF’ según se indica en el apartado 4.2.2. Se purificó el DNA según 7.3., se 
digirió con KpnI y se transformó la estirpe parental 704 de Chlamydomonas, 
usando perlas de vidrio y polietilenglicol como se indica en el apartado 4.1. 
 
11. Expresión de proteínas en Escherichia coli. 
 
11.1. Expresión de THB1. 
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La proteína THB1 se expresó en células de E. coli para su posterior 
purificación y realización de ensayos de actividad. 
11.1.1. Clonación de THB1 en pQE80L.  
El cDNA THB1 de Chlamydomonas de 411 pb fue amplificado usando 
los cebadores THB1-KpnIfw y THB1-HindIII y se clonó en pSpark. 
Seguidamente este cDNA fue clonado en pQE80L (Fig. M.2) (Qiagen) digerido 
con las mismas enzimas de manera que el cDNA quedó en la misma fase de 
lectura que el codón de inicio y se transformó la estirpe DH5αF’ de E. coli, de la 
cual obtuvimos grandes cantidades del vector. Este DNA plasmídico nos sirvió 
para transformar la estirpe de C41 de  E. coli  para la expresión de la proteína 
con 6 residuos de histidina en su extremo N-terminal. 
 
       
Figura 2. Representación esquemática del vector pQE-80. PT5, promotor T5 inducible por 
IPTG; lac O, operador lac; RBS, sitio de unión del ribosoma; ATG, codón de inicio; 6xHis, 
secuencia correspondiente a 6 residuos de histidina en tándem; SCM, sitio de clonación 
múltiple con sitios diana para las enzimas indicadas; C. de parada, codones de parada para las 
tres posibles pautas de lectura; Col E1, origen de replicación, AmpR, gen de resistencia a 
ampicilina. 
11.1.2. Clonación de THB1-F62W en pQE80L. 
Para la amplificación del cDNA se utilizaron los cebadores 
THB1Phe62Trp-fw y THB1Phe62Trp-rev, los cuales contenían el cambio de aa 
para producir la mutación puntual deseada para cambiar de aa. El cDNA 
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amplificado, de 411 pb, se clonó de la misma forma que la versión original 
THB1.   
11.2. Clonación de la nitrato Reductasa en pQE80L. 
 
La proteína NR de Chlamydomonas fue cedida por Ángel Llamas (datos 
no publicados). Para su clonación se amplificó el cDNA completo del gen 
utilizando los cebadores NRcDNAKpnIMo y NRcDNAHindIII-3 que incluían en 
su secuencia sitios de corte para las enzimas de restricción KpnI y HindIII. El 
cDNA utilizado para la amplificación se obtuvo tras inducir las células en nitrato. 
Este cDNA se subclonó en pBK para posteriormente clonarlo en pQE80L 
digerido con KpnI y HindIII. Se transformó la estirpe DH5αF’ de E. coli, de la 
cual se obtuvo grandes cantidades del vector. Este DNA plasmídico sirvió para 
transformar la estirpe de E. coli TP1000 para la expresión de la proteína con 6 
residuos de histidina en su extremo N-terminal. 
11.3. Purificación de las proteínas recombinantes 6xHis mediante 
cromatografía de afinidad. 
 
11.3.1. Obtención del extracto crudo. 
Para el caso de THB1, de una colonia de E. coli transformada ésta se 
cultivó en LB ampicilina durante 6-8 h y de ahí se tomaron 500 µl para inocular 
500 ml de medio LB con 100 µg/ml de ampicilina y 100 µM de IPTG  y 500 µM 
de ácido 5-aminolevulínico (usado como precursor del grupo Hemo) para la 
inducción del promotor del vector pQE80L. Este cultivo se llevó a cabo durante 
12-16 h a 30ºC para inducir la expresión de la proteína. Para el caso de la NR 
el cultivo inoculado se realizó a 22ºC durante 36 h con 10 µM de IPTG y 500 
µM de ácido 5-aminolevulínico. Las células se recogieron por centrifugación a 
10000 x g durante 5 min, y se resuspendieron en 10 ml de tampón de 
extracción (Tris-HCl 50 mM, pH 8; NaCl 300 mM; 5% glicerol; imidazol 10 mM 
pH 7). Las células se lisaron sometiéndolas a ultrasonicación y el lisado se 
centrifugó a 15000 x g durante 10 min a 4ºC para eliminar los restos celulares. 
El sobrenadante obtenido constituye el extracto crudo a partir del cual se llevó 
a cabo la purificación de la proteína. 
11.3.2. Cromatografía de afinidad. 
Los extractos crudos que contenían la proteína recombinante con 
dominio 6xHis se purificaron por cromatografía de afinidad por metal 
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inmovilizado, usando una matriz de agarosa Ni-NTA (Qiagen). El proceso de 
purificación se resume en los siguientes pasos: 
1. Lavar la matriz con 20 ml de tampón de extracción. 
2. Poner en contacto la matriz y el extracto crudo durante 1 h en agitación a 
4ºC. 
3. Dejar pasar el extracto por la columna. 
4. Lavar la matriz con 20 ml de tampón de extracción. 
5. Eluir la proteína recombinante con tampón de elución (Tris-HCl 50 mM, pH 8; 
NaCl 300 mM; 5% glicerol; imidazol 500 mM pH 7). 
11.3.3. Preparación de geles, electroforesis y tinción de proteínas 
en geles de poliacrilamida. 
La electroforesis en condiciones desnaturalizantes con SDS se realizó 
en geles de poliacrilamida según el método descrito por Laemmli (Laemmli, 
1970). Se utilizaron mini-geles discontinuos de 1 mm de espesor y 10 cm de 
anchura con una longitud aproximada de gel separador de 4,5-5 cm y 1,5 cm 
de gel concentrador. 
El gel separador se preparó al 10% y contenía para un gel: 1,625 ml de 
la solución concentrada de acrilamida/bisacrilamida (50%), 2,125 ml de tampón 
A, 4,6 ml de agua destilada y 42,5 μl de SDS al 20%. Para la polimerización de 
los geles, se añadieron 30 μl de persulfato amónico (APS) al 10% y 12,5 μl de 
TEMED. 
El gel concentrador se preparó al 8% y contenía para un gel: 480 µl de la 
solución concentrada de acrilamida/bisacrilamida (50%), 750 µl de tampón B, 
1,71 ml de agua destilada y 15 μl de SDS al 20%. Para la polimerización de los 
geles se añadieron 30 μl de persulfato amónico al 10% y 7 μl de TEMED. 
Los reactivos para la preparación del gel se detallan a continuación: 
Acrilamida: La solución concentrada de acrilamida/bis (N,N ́-bismetilen-
acrilamida) se preparó al 50% en agua, usando 48,65 g de acrilamida y 1,35 de 
bis-acrilamida. Una vez preparada se filtró y se almacenó a 4ºC en oscuridad.  
Tampón A: Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8. Se almacenó a 4ºC. Tampón B: Tris/HCl 0,5 
M, pH 6,8. Se almacenó a 4ºC. Solución de persulfato amónico (APS): Se 
preparó al 10% (p/v) en el momento de uso (o se almacenó a -20ºC). 
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Las proteínas se desnaturalizaron a 100ºC durante 5 min en una 
solución que contenía SDS al 1%; 10 mM de DTT, 10 mM de β-mercaptoetanol; 
Tris-HCl 10 mM, pH 6,8, 10% glicerol y 0,1% de azul de bromofenol. A 
continuación, se aplicaron las muestras en los pocillos y se llevó a cabo la 
electroforesis en una minicubeta Mini Protean II de BIORAD en un tampón que 
contenía: 0,1 M de Tris, pH 8,45; 0,15 M de glicina y 0,1% de SDS. 
Como marcadores de peso molecular se utilizaron las siguientes 
proteínas suministradas por Sigma: miosina de músculo de conejo (205 kDa), 
β-galactosidasa de E. coli (116 kDa), fosforilasa b de músculo de conejo (97,5 
kDa), albúmina de suero bovino (BSA) de 66 kDa, ovoalbúmina de pollo (45 
kDa) y anhidrasa carbónica de eritrocitos (29 kDa).  
La tinción de los geles de SDS-PAGE se realizó utilizando azul de 
Coomassie R250. Para ello, los geles se incubaron durante 12 h y con 
agitación continua en una solución que contenía 250 mg de Coomassie R250 
disuelto en metanol al 50% y ácido acético al 7%. Los geles se destiñeron con 
una solución de isopropanol y ácido acético al 10%. 
 
12. Cuantificación de proteínas. 
 
La cuantificación de proteínas se llevó a cabo mediante el ensayo 
Bradford (Bradford, 1976), usando el reactivo comercial de BioRad diluido 1:5. 
El tiempo y temperatura de incubación fueron 10 min a 37ºC, y se midió la 
absorbancia a 595 nm. Como patrón se empleó seroalbúmina bovina (BSA). 
 
13. Estudios espectrales de THB1. 
 
Los espectros de absorción UV-Vis fueron generados gracias a un 
Espectrofotómetro Beckman DU 800. 
Para la obtención de proteínas reducidas se usó en exceso Ditionito 
sódico. Para este tipo de estudios se usó 2 mM de donador de NO, DEA-
NONOato que se adicionó en las cubetas que contenían la proteína antes y 
después de su tratamiento con ditionito sódico. 
También se usó para la obtención de los espectros generados mediante 
dicroísmo circular el espectrofotómetro “stopped-flow” (Applied Photophysics, 
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Salisbury, UK). Las muestras fueron reducidas mediante la adición de ditionito 
sódico e inyectadas con jeringas en condiciones anaeróbicas. 
 
14. Test de resistencia a H2O2. 
 
14.1. Test de resistencia en Chlamydomonas. 
 
Las células se cultivaron, recogieron, lavaron e indujeron en medios que 
contenían 4 mM de nitrato y 8 mM de amonio durante 4,5 h. El test de gota se 
realizó en las distintas placas de medio TAP con agar y las concentraciones 
requeridas por el ensayo de las distintas fuentes de nitrógeno y H2O2. Se 
pusieron gotas de 5 µl a partir de cultivos con una concentración de 2 µg/ml de 
clorofila por estirpe. Las concentraciones de H2O2 usadas variaban desde 0 
(control), 1 mM, 1,5 mM, 2 mM hasta 2,5 mM. Se cultivaron con luz intensa y 
23‒25ºC durante un periodo de 6-7 días. 
14.2. Test de resistencia en Bacterias. 
 
Para los experimentos con H2O2 todas las cepas bacterianas (la 
transformada con el vector pQE80L vacío, con THB1 y THB1-F62W) se 
indujeron durante toda la noche a 37ºC con 100 µM de IPTG. El test de gota se 
realizó con un inóculo de 10 µl que se sembraba en placas  de LB con agar que 
contenían además 100 µM de IPTG, 100 µg/ml de ampicilina y las 
concentraciones de  H2O2 usadas: 0 (control), 300 µM ,400 µM y 500 µM. 
 
15. Experimentos de Transporte. 
 
15.1. Transporte de amonio de alta afinidad en Chlamydomonas. 
 
Las células, cultivadas en medio mínimo con amonio, se indujeron en 
medio ‒N durante 3 h y posteriormente se añadió 100 µM de amonio. Para 
medir el amonio que quedaba en el medio se tomó 1 ml de células. Después de 
centrifugar, se midió la cantidad de amonio usando el reactivo Nessler 
(Solorzano, 1969) de la casa comercial MERCK. Se mezclaron 500 µl de 
sobrenadante con 25 µl de solución A y 25 µl de B, se mezcló por inversión y 
se midió la DO a 410 nm.  
15.2. Transporte de nitrito de alta afinidad en Chlamydomonas. 
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Las células, cultivadas en medio mínimo con amonio, se indujeron en 
medio con nitrato 4 mM durante 3 h y posteriormente se añadió 100 µM de 
nitrito. Para medir el nitrito que quedaba en el medio se tomó 1 ml de células. 
Después de centrifugar, se midió la cantidad de nitrito usando el método de 
determinación colorimétrica (Snell y Snell, 1949) y midiendo a 540 nm. 
15.3. Transporte de nitrato de alta afinidad en Chlamydomonas. 
 
Las células, cultivadas en medio mínimo con amonio, se indujeron en 
medio con nitrato 4 mM durante 3 h y posteriormente se añadió 50 µM de 
nitrato. Para medir el nitrato (Miranda, 2001) que quedaba en el medio se tomó 
80 µl de muestra, 80 µl de Cloruro de Vanadio (III) preparado anteriormente 
añadiendo 40 mg de este compuesto a 5 ml de HCl 1M, 40 µl de Sulfa y 40 µl 
de N-NEDA y se midió la cantidad de nitrito formado a partir de nitrato usando 
el método de determinación colorimétrica (Snell y Snell, 1949) y midiendo a 540 
nm. 
 
16. Otros métodos analíticos. 
 
16.1. Determinación de clorofila en Chlamydomonas. 
 
Se determinó espectrofotométricamente la clorofila total, donde se 
extrae dicho pigmento con etanol (preferido sobre metanol por motivos de 
seguridad) al 95% por el método de Spreitzer (Harris, 1989). 
 Clorofila total= [(6,1*A665)+(20,04*A649)] 
 A665 =Absorbancia 665 nm 
 A649= Absorbancia 649 nm 
O también se determinó a partir de la absorbancia a 652 nm tras extraer 
dicho pigmento en acetona al 80% (Arnon, 1949). 
16.2. Conteo de células de Chlamydomonas. 
 
Se utilizó el contador de células “microcellcounter F-500” de Sysmex. 
Las células se diluyeron en solución salina isotónica de Sysmex y se hicieron 
pasar por el contador. 
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En algunas ocasiones se empleó para el conteo de células una cámara 
de Neubauer y el microscopio. 
 
17. Cebadores utilizados. 
 
Cebador	   Secuencia	  5’-­‐3	   Aplicación	  
THB1fw ATGAAGAAGCAGCGCCGCAAAC 
PCR Tiempo Real 
THB1rev ACCAGGTCAAAGTGGTGGTGGTTC 
 THB2fw GCCGGTTGATCCGCGACAAG 
THB2rev CGATCCAACTTTTACACCCGCTCAA 
THB3fw TCACTTATCGCCAGTCTAGAGGAC 
THB3rev CGCTCAGGATGTCGTCTATAAGC 
THB4fw GCTTCAAGGAGACGGTGTGAAGTCTAC 
THB4rev ACATCCACCGTTGCTGCCACA 
NRupper CCGAGCGCTTCCGGCTGTGGTACA 
NRlower CTGGATCTGGCGGTCCTTGCTGTA 
Ubiupper GTACAGCGGCGGCTAGAGGCAC 
Ubilower AGCGTCAGCGGCGGTTGCAGGTATCT 
Nrt2.1upper CGCCGTGGCAACTGACCCTGAG 
Nrt2.1lower CGCCACCTCCTCCGCACTCCAC 
Tail3N2(Nit2upper) GCGCCATGCGAGGGGTTCACA 
5RTLowerNit2 CAGGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTGTA 
THB1Phe62Trp-fw TTACGTGTGGGGCGGCTCGGGC 
Síntesis de cDNA 
THB1Phe62Trp29 
rev 
CCGAGCCGCCCCACACGTAAGTCATAA 
THB1-KpnIfw GGTACCATGGCCGCCGATACCGC 
THB1-HindIIIrev AAGCTTCTAATTGGCGGCGCCGGCCT 
OligodT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
Qt 
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACT 
CGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTT 
THB1-amiRNA-Fw ctagtAAGGTCGCCTTTATGGTTTAAtctcgctgat
cggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTTAAGTCA
TAAAGGCGACCTTg- 
MicroRNA 
Silenciamiento 
THB1 
 
THB1-amiRNA-Rev ctagcAAGGTCGCCTTTATGACTTAAtagcgctga
tcaccaccacccccatggtgccgatcagcgagaTTAAAC
CATAAAGGCGACCTTa 
Forward GTAAAACGACGGCCAGT 
General 
Reverse AACAGCTATGACCATG 
NRcDNAKpnIMo GGTACCATGACCGTTGCCGAGCA 
Expresión NR 
NRcDNAHindIII-3 AAGCTTCTAGAACTGGATCTGGCGGT 
Tabla 9. Cebadores usados.  
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18. Herramientas Informáticas. 
 
Para el análisis in sílico de secuencias se han usado diferentes 
herramientas informáticas. Muchos de los programas, así como bases de datos 
se usaron “online”. Las herramientas más usadas se detallan a continuación. 
18.1. Bases de datos. 
 
18.1.1. Específicas de Chlamydomonas. 
 Versión 3. http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html 
 Versión 4. http://genome.jgi-psf.org/Chlre4/Chlre4.home.html 
 Phytozome.  
 http://www.phytozome.net/search.php?method=Org_Creinhardtii 
   http://www.chlamy.org/libraries.html 
18.1.2. Bases de datos generales de proteínas y ácidos nucleicos. 
 National Centre for Biotechnology Information (Estados Unidos) (NCBI). 
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.html 
 RCSB Protein Data Bank. http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 
18.2. Herramientas de comparación de secuencias de nucleótidos y 
proteínas. 
 
 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Disponible en diferentes 
 sitios web y con diferentes bases de datos (NCBI, EBI, genomas del 
 JGI,...) 
 ClustalW. Alineamiento múltiple de secuencias. Disponible en diferentes 
 sitos web así como en herramientas de uso “off-line”. 
18.3. Herramientas para el manejo y análisis de ácidos nucleicos. 
 
 Paquete de programas DNASTAR.  
 EditSeq. Manejo de secuencias.  
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 MapDraw y SeqBuilder. Análisis de sitios diana de enzimas de 
 restricción.  
 PrimerSelect. Diseño de cebadores para PCR.  
 SeqMan. Manejo y análisis de resultados de secuenciación de DNA. 
 GENESCAN. Predicción de genes. http://genes.mit.edu/GENSCAN.html 
 Geneious.  
18.4. Herramientas para el análisis de secuencias de aminoácidos. 
 
 Paquete de programas DNASTAR.  
 EditSeq. Manejo de secuencias.  
 MegAlign. Alineamiento de secuencias de proteínas.  
 BioEdit. Alineamiento de secuencias de aminoácidos.  
  Simple Modular Architecture Research Tool (SMART). Análisis de 
 dominios de proteínas. http://smart.embl-heidelberg.de/  
 HMMTOP. Análisis de hidrofobicidad y dominios transmembrana. 
 http://www.enzim.hu/hmmtop/ y http://www.tcdb.org/progs/TMS.php 
 TMHMM Server v. 2.0. Análisis de hidrofobicidad y dominios 
 transmembrana.  http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 
 NetPhos 2.0 Server. Predicción de sitios de fosforilación en residuos de 
 serina, tirosina y treonina en proteínas de organismos eucariotas. 
 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
 WOLF PSORT. Predicción de la localización subcelular de proteínas. 
 http://wolfpsort.org/ 
 iPSORT. Predicción de la localización subcelular de proteínas. 
 http://ipsort.hgc.jp/ 
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 GPS-SNO 1.0. Programa de predicción de residuos de cisteína 
 potencialmente nitrosilables (Xue Y, Liu Z, Gao X, Jin C, Wen L, et al., 
 2010). 
18.5. Software de análisis de cinéticas (Km, Vmax, Ki, IC50). 
 
 SigmaPlot 12 (Systat Software Inc) 
 GraphPad Prism version 5.0, GraphPad Software, San Diego California 
 USA, www.graphpad.com". 
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Abstract
Nitrate and ammonium are major inorganic nitrogen sources for plants and algae. These compounds are assimi-
lated by means of finely regulated processes at transcriptional and post-translational levels. In Chlamydomonas, the 
expression of several genes involved in high-affinity ammonium (AMT1.1, AMT1.2) and nitrate transport (NRT2.1) as 
well as nitrate reduction (NIA1) are downregulated by ammonium through a nitric oxide (NO)-dependent mechanism. 
At the post-translational level, nitrate/nitrite uptake and nitrate reductase (NR) are also inhibited by ammonium, but 
the mechanisms implicated in this regulation are scarcely known. In this work, the effect of NO on nitrate assimila-
tion and the high-affinity ammonium uptake was addressed. NO inhibited the high-affinity uptake of ammonium and 
nitrate/nitrite, as well as the NR activity, in a reversible form. In contrast, nitrite reductase and glutamine synthetase 
activities were not affected. The in vivo and in vitro studies suggested that NR enzyme is inhibited by NO in a medi-
ated process that requires the cell integrity. These data highlight a role of NO in inorganic nitrogen assimilation and 
suggest that this signalling molecule is an important regulator for the first steps of the pathway.
Key words: Ammonium uptake, Chlamydomonas, glutamine synthetase, nitrate and nitrite uptake, nitrate reductase, nitric 
oxide, nitrite reductase, post-translational regulation.
Introduction
Nitric oxide (NO) has gained experimental support as an 
important signal molecule in many biological plant pro-
cesses. NO has a relevant role in plant growth, metabolism, 
development, and defence processes (Corpas, 2004; He et al., 
2004; Neill et al., 2008; de Montaigu et al., 2010; Fernández-
Marcos et al., 2011; Yun et al., 2011).
Several routes have been described in NO generation in 
plants. Nitrate reductase (NR) is one in plants and algae, 
using nitrite as the substrate (Dean and Harper, 1986, 1988; 
Yamasaki and Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002; Sakihama 
et al., 2002). In addition, other nitrite-dependent NO sources 
can be significant at different conditions like mitochondrial 
electron transport, or non-enzymatic reducing conditions 
(Planchet and Kaiser, 2006; Moreau et al., 2010). Although 
nitric oxide synthase has not yet been identified in plants, 
an arginine-dependent NO production has been reported 
(Corpas et al., 2006, 2009; Moreau et al., 2010). A nitric oxide 
synthase has been identified in the photosynthetic organism 
Ostreococcus tauri (Foresi et al., 2010), but as such it does not 
appear to be conserved in plants or in other algal species such 
as Chlamydomonas.
In plants, NO performs its function in different ways. NO, 
by modulating soluble guanylate cyclase (GC) activities and 
reactive oxygen species, affects mobilization of second mes-
sengers such as calcium and cGMP (Martínez-Ruiz et  al., 
2011). However, direct post-translational modifications 
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have also emerged as important mechanisms of regulation. 
S-Nitrosylation is a reversible process in which NO reacts 
with thiol groups of cysteine residues (Wang, 2006; Martínez-
Ruiz et al., 2011). Nitrosylation and denitrosylation can be 
enzyme dependent (Wang, 2006; Benhar et al., 2009; Anand 
and Stamler, 2012) or independent (Fernhoff et al., 2009; Hill 
et al., 2010; Spadaro et al., 2010). Another post-translational 
modification mediated by NO is nitration, where NO reacts 
with superoxide (O2·
–) to generate peroxynitrite (ONOO–), 
which interacts with tyrosine residues. This modification is 
considered irreversible in plants, but in mammals a reversible 
tyrosine nitration has been reported for glutamine synthetase 
(GS) (Görg et al., 2007). Endogenous glutathione can also be 
nitrosylated so that S-nitrosoglutathione (GSNO) is consid-
ered as the natural in vivo reservoir of NO bioactivity (Wang, 
2006).
Together with nitrosylation, phosphorylation is a rapid 
and reversible mechanism to control protein activities. In 
Arabidopsis, nitrate and ammonium lead to different phos-
phorylation patterns (Engelsberger and Schulze, 2011). The 
high-affinity ammonium transporter (HAAT) AtAMT1.1 
is inhibited by phosphorylation after ammonium or nitrate 
resupply (Lanquar et al., 2009). In Hansenula polymorpha the 
high-affinity nitrate transporter (HANT) YNT1, belonging 
to the NRT2 family, is phosphorylated under nitrogen defi-
ciency (Navarro et al., 2008). Ubiquitination also appears to 
be involved in NRT2.1 degradation in Arabidopsis (Miller 
et al., 2007), which could be a second step after phosphoryla-
tion. Plant NR is inhibited by phosphorylation of a serine 
residue in a hinge domain that subsequently binds 14-3-3 
proteins, thus interfering with electron transfer to the sub-
strate (MacKintosh and Meek, 2001; Lambeck et al., 2012). 
Chlamydomonas NR is not modified by phosphorylation and 
14-3-3 binding (Pozuelo et al., 2001), but this enzyme appears 
to be regulated by redox mechanisms (Franco et al., 1987). 
Nevertheless, plant and Chlamydomonas GS are phosphoryl-
ated and bind 14-3-3 proteins (Finnemann and Schjoerring, 
2000; Pozuelo et al., 2001; Lima et al., 2006). Finally, nitrite 
reductase (NiR) does not appear to have any post-transla-
tional regulation.
At the transcriptional level, NO has been shown to partici-
pate in inhibition by ammonium of the AMT1.1, AMT1.2, 
NRT2.1 and NIA1 genes expression through a soluble GC, 
CYG56, in Chlamydomonas (de Montaigu et  al., 2010). 
AMT1.1 and AMT1.2 encode HAATs (Gonzalez-Ballester 
et  al., 2004; Ermilova et  al., 2010) and NRT2.1 and NIA1 
encode HANT and NR, respectively (Fernandez and Galvan, 
2007, 2008). NO and cGMP amounts are increased in the 
cells when both nitrate and ammonium are added, giving 
rise to nitrate assimilation repression (de Montaigu et  al., 
2010). NO and cGMP-dependent repression of NR is not 
specific for Chlamydomonas as these second messengers also 
downregulate the NR genes NIA1 and NIA2 in Arabidopsis 
(Maathuis, 2006; de Montaigu et al., 2010).
Post-translational regulation by NO has been reported 
in other plant NRs. In wheat leaves, the enzyme is inhib-
ited by NO (Rosales et al., 2010) and is activated in cabbage 
(Du et  al., 2008), whereas in roots of tomato, NR activity 
inhibition or activation by NO depend on nitrate concentra-
tions (Jin et al., 2009).
GS is regulated not only by 14-3-3 proteins but also by NO. 
NO triggers the tyrosine nitration of GS in Medicago trunca-
tula nodules inactivating the enzyme (Melo et al., 2011).
In this work, the post-translational effects of NO on 
HAAT, high-affinity nitrate and nitrite transport (HAN/
NiT), NR, NiR and GS activities in Chlamydomonas have 
been studied. The results showed that NO caused a fast, 
reversible, and complete inhibition of high-affinity nitrate/
nitrite and ammonium transport, and a reversible and partial 
inhibition of NR activity dependent on cell integrity, without 
affecting NiR and GS activities.
Materials and methods
Strains, culture conditions, extract preparations, and chemical 
compounds
The Chlamydomonas reinhardtii wild-type strain 704 was used (cw15 
arg7+ NIA1:ARS mt+) (Gonzalez-Ballester et al., 2005). Cells were 
cultured under continuous light at 23 °C in liquid medium (Harris, 
2009) containing different concentrations of NH4Cl and KNO3, 
depending on the experiment, and bubbled with 3% (v/v) CO2-
enriched air. Cells were grown with 8 mM ammonium medium and 
induced in the indicated medium. Extracts from 10 ml of culture 
(2–4 × 106 cells ml–1) were prepared 40-fold concentrated in 50 mM 
Tris/HCl buffer (pH 7.5). Bacterial extracts were prepared by sonica-
tion in lysis buffer [50 mM Tris/HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 10 mM 
imidazole].
The chemical compounds DEA-NONOate [2-(N,N-
diethylamino)-diazenolate 2-oxide sodium salt], GSNO, IBMX 
(3-isobutyl-1-methylxanthine), ODQ [1H-(1,2,4])oxadiazolo(4,3-a)
quinoxalin-1-one] and SNO (sulfo-NONOate disodium salt) all 
from Sigma-Aldrich, and SIN-1 [3-(4-morpholinyl) sydnonimine, 
hydrochloride] from Calbiochem.
Ammonium, nitrate, and nitrite uptake
The high-affinity ammonium uptake activity was determined from 
cells induced in nitrogen-free medium for 3 h. NH4Cl (100 μM) was 
added to the medium and the ammonium remaining was determined 
over time, using Nessler reagents (Solorzano, 1969).
Nitrate and nitrite uptake activities were determined from cells 
induced in 4 mM KNO3 for 3 h. The cells were then transferred to 
medium containing 50 μM KNO3 or 100 μM KNO2. The nitrate 
(Miranda et al., 2001) or nitrite (Snell and Snell, 1949) remaining in 
the medium was quantified over time according to these previously 
reported methods.
NADPH-NR, NiR, and GS activities
Chlamydomonas cells were induced in 4 mM KNO3 medium for 
3 h. Treatments with NO donors were then performed. Samples of 
100 μl extracts, prepared from 10 ml of culture, were used to deter-
mine NADPH-NR and NiR activities according to the method of 
Paneque and Losada (1966) and Galvan et al. (1992), respectively. 
Enzyme activities are expressed as percentages of untreated controls. 
The NADPH-NR activity corresponding to 100% was 11.6 ± 3.9 
mU mg–1 of chlorophyll. When necessary, the nitrite produced by 
NO oxidation was subtracted from the final amount of nitrite using 
appropriate controls.
NiR activity was assayed using reduced methyl viologen as an 
electron donor. The reaction was started by the addition of dithion-
ite solution (2.5 mg in 100 μl of  0.29 M bicarbonate buffer, pH 7.5), 
and terminated with dithionite oxidation by shaking vigorously. 
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Nitrite was determined as indicated above. For NiR, 100% activity 
corresponded to 617.6 ± 67.7 mU mg–1 of chlorophyll.
The GS activity was assayed by measuring the ATP-dependent 
formation of γ-glutamylhydroxamate from L-glutamate and hydrox-
ylamine as reported (Shapiro and Stadtman, 1970). The formed 
complex was determined at λ = 500 nm (ε=3.36 mM–1 cm–1). For GS 
activity, 100% corresponded to 91.4 ± 4.5 mU mg–1 of chlorophyll.
NR purification, in vitro NADPH-NR assay, and NADPH-NR 
activity in bacterial cell extracts
The Chlamydomonas NIA1 cDNA was amplified using primers 
NRcDNAKpnIMo (5ʹ-GGTACCATGACCGTTGCCGAGCA-3ʹ) 
and NRcDNAHindIII-3 (5ʹ-AAGCTTCTAGAACTGGATCTGG 
CGGT-3ʹ). The cDNA was cloned into pQE80L (6×His technology) 
and the NR protein was expressed in Escherichia coli strain TP1000 
for 36–48 h at 23  °C in Luria–Bertani medium containing 10 μM 
isopropyl β-thiogalactoside and 500  μM γ-aminolevulinic acid. 
Cells were harvested, and His-tagged NR protein was purified from 
extracts using 1 ml of Ni-NTA Superflow Matrix (Qiagen) per 2 l of 
culture (Schwarz et al., 1997).
The NADPH-NR activity of the recombinant protein was 
assayed as described previously (Paneque and Losada, 1966). The 
purified enzyme activity corresponding to 100% was 89.7 ± 6.2 mU 
mg–1 of protein.
Treatments with DEA-NONOate were also performed in bacte-
rial cultures expressing the Chlamydomonas NR. Concentrated (25-
fold) extracts were obtained by sonication in lysis buffer as above. 
NADPH-NR activity was assayed from 100  μl of  extracts. The 
NADPH-NR activity in bacterial extract corresponding to 100% 
was 110.7 ± 7.5 μU mg–1 of protein.
Results
NO inhibits HAAT activity in a cGMP- and 
peroxynitrite-independent way
The NO effect on the activity of HAAT was studied. Cells 
were induced in a nitrogen-free medium to express these 
transporters (Gonzalez-Ballester et al., 2004). The cells were 
then treated with the NO donor DEA-NONOate (Fig. 1A). 
The concentrations of DEA-NONOate used (2.5, 5, and 
20  μM) caused a complete inhibition of uptake after just 
5 min. After this time, a recovery of the uptake activity, which 
was concentration dependent, was observed. Sulfo-NONOate 
was used as a chemical control. This compound, which is 
unable to release NO, had no effect on the uptake activity 
(Supplementary Table S1 at JXB online). These data sug-
gested that NO inhibits HAAT in a reversible manner. Thus, 
when NO disappeared or its concentration was low enough, 
the ammonium transport recovered the same kinetics as the 
control. DEA-NONOate releases NO suddenly with a short 
half-life of few minutes (Li and Lancaster, 2009). Therefore, 
HAAT uptake was efficiently blocked by DEA-NONOate 
and recovered after NO disappearance. The reversibility of 
NO inhibition was shown in experiments with cyclohex-
imide (CHX), a protein synthesis inhibitor, under the same 
conditions as published previously (Díaz-Troya et al., 2011). 
Protein synthesis inhibition did not affect uptake recovery 
(Supplementary Fig. S1A at JXB online).
Another NO donor, GSNO, was also used (Fig. 1B). GSNO 
at 100  μM caused complete inhibition of the ammonium 
uptake over long period of time (120 min) and 50 μM caused 
partial inhibition (Fig. 1B), but below 35 μM no effect was 
observed (not shown). GSNO releases NO slowly (Floryszak-
Wieczorek et al., 2006). Thus, higher concentrations of this 
donor seemed to be required to provide an optimal NO con-
centration for HAAT inhibition over a long time period.
To elucidate whether cGMP also controls HAAT activ-
ity, the following experiments were performed. First, the 
effect of IBMX, a phosphodiesterase inhibitor that results 
in increases in cyclic nucleotides, was tested. Cells were 
treated for 10 min with 1 mM IBMX before ammonium 
uptake determination, and no inhibition of the transport 
was observed (Supplementary Table S1). Secondly, ODQ, a 
selective inhibitor of NO-activated GCs (Zhao et al., 2000), 
was used; ODQ oxidizes the iron of the heme group in these 
proteins, avoiding NO binding. Thus, ODQ would prevent 
a cGMP increase when NO is added. The ODQ concentra-
tions used in this work had already been shown to be effec-
tive and non-toxic in Chlamydomonas (de Montaigu et  al., 
2010). When ODQ was used alone, ammonium transport was 
Fig. 1. NO inhibits high-affinity ammonium uptake. Ammonium 
uptake was determined from cells induced for 3 h in nitrogen-free 
medium. Uptake was initiated by adding 100 μM ammonium to 
the medium, and its concentration was quantified at the indicated 
times. The arrows show the time when treatment with NO donors 
DEA-NONOate (A) and GSNO (B) were applied. The error bars 
represent the standard deviation (SD) of three biological replicates.
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slightly affected (Fig. 2). Treatment with both ODQ (5 μM) 
and DEA-NONOate (7.5 μM) caused an unexpected syner-
gistic inhibition of ammonium uptake (Fig. 2). This higher 
inhibition probably occurred because ODQ is not only avoid-
ing the NO binding to soluble GC but is also affecting other 
heme proteins implicated in NO detoxification. In this way, 
ODQ could be increasing the effective NO concentration to 
inhibit HAAT.
The NO effect on HAAT activity was also checked in the 
cyg56 mutant, which is defective in a soluble GC implicated 
in AMT1.1 and AMT1.2 repression by NO (de Montaigu 
et al., 2010). NO inhibited HAAT activity in this mutant simi-
larly to the wild-type strain (Supplementary Fig. S2A at JXB 
online). Therefore, experiments with IBMX and ODQ in the 
wild-type strain as well as the NO effect in the cyg56 mutant 
suggested that HAAT is inhibited by NO independently of 
soluble GCs.
Inside cells, NO can react with O2·
–, generating ONOO–, a 
very reactive species that produces nitration of tyrosine resi-
dues (Moreau et al., 2010; Besson-Bard et al., 2012). To test 
the ONOO– effect on HAATs, the peroxynitrite donor SIN-1 
was used. As shown in Supplementary Table S1, SIN-1 at 
100 μM had no effect.
The high-affinity nitrate and nitrite uptake activities are 
also inhibited by NO
The NO effect on HAN/NiT was studied after nitrate induc-
tion (Galvan et al., 1996). Nitrate and nitrite uptake activi-
ties were assayed in medium containing 50 μM nitrate and 
100 μM nitrite, respectively (Fig. 3). A  lower concentration 
of DEA-NONOate (5  μM) than in ammonium transport 
studies was used to avoid nitrite overproduction due to NO 
oxidation.
Similarly to the ammonium uptakes experiments, the NO 
donor was added 5 min after transport had started. Both 
nitrate and nitrite uptake activities were inhibited by NO, and 
after 20 min, transport activity was recovered (Fig.  3A, B). 
The reversibility was independent of new protein synthesis. 
Cultures pre-treated with CHX recovered uptake similarly 
to the wild-type cells (Supplementary Fig.  1B, C). Sulfo-
NONOate, as a chemical control, did not show any effect.
NR activity is reversibly inhibited by NO in a cGMP- and 
peroxynitrite-independent way and requires cell integrity
The effect of NO on Chlamydomonas NR activity was stud-
ied using DEA-NONOate and GSNO. These NO donors 
were added to living cells, previously induced with nitrate. 
Fig. 2. NO inhibits high-affinity ammonium uptake independently 
of a soluble GC. Cells were induced in nitrogen-free medium for 
3 h. Where indicated, cells were pre-treated with ODQ for 10 min 
and with DEA-NONOate for 5 min before starting the uptake 
measurement. Ammonium transport was started by adding 
100 μM ammonium. At the indicated times, ammonium in the 
medium was determined. The error bars represent the SD of three 
technical replicates and two biological replicates.
Fig. 3. NO inhibits high-affinity nitrate and nitrite uptake. 
Ammonium grown cells were washed and induced in nitrate 
medium for 3 h. After induction, the cells were washed to 
completely remove nitrate. Then, 50 μM nitrate (A) or 100 μM 
nitrite (B) was added to start the uptake. The arrows show the 
time when treatments with the NO donor DEA-NONOate and with 
sulfo-NONOate as a control were applied. At the indicated times, 
nitrate or nitrite remaining in the medium was determined. The 
error bars represent the SD of three biological replicates.
 by guest on A
ugust 5, 2013
http://jxb.oxfordjournals.org/
D
ow
nloaded from
 
NO controls nitrogen assimilation in Chlamydomonas | 3377
The NADPH-NR activity was measured from cell extracts, 
after 10–60 min of treatment (Figs. 4A, B). DEA-NONOate 
at 20  μM produced a rapid inhibition of 60% in 10 min 
(Fig. 4A). None of the controls of sulfo-NONOate or nitrite 
affected the NR activity. The NO donor GSNO was used at 
50 and 100 μM, as lower concentrations had no effect. GSNO 
inhibited NR activity in a time-dependent way, producing the 
maximal inhibition of about 60% after 40 min (Fig. 4B).
As NO inhibits NR activity, we determined whether cyclic 
nucleotides, derived from putative NO-dependent GCs, or 
peroxynitrite were involved in the NO inhibition mechanism 
(Fig.  4C). Treatments of Chlamydomonas cells with IBMX 
at 1 mM, for 10 or 20 min, did not inhibit the NR activity. 
In addition, the cyg56 mutant was used to elimiate the solu-
ble GC CYG56 as an intermediate step generating cGMP. In 
the cyg56 mutant, the NR activity was affected by NO simi-
larly to the wild-type strain (Supplementary Fig. S2B). The 
peroxynitrite donor SIN-1 at 100 μM also did not affect NR 
activity. Thus, NO seemed to inhibit the NR activity indepen-
dently of cGMP or peroxynitrite.
DEA-NONOate produced a fast inhibition of NR activ-
ity at 10–20 min (Fig. 4A), and after this time, a recovery of 
the activity was observed (Supplementary Fig. S3 at JXB 
online). These results suggested that NO inhibits NR in a 
reversible way, due to the short half-life of the NO donor 
(DEA-NONOate). However, NR activity increased with time 
in untreated cultures due to de novo protein synthesis, and it 
was difficult to discriminate reversibility and new synthesis 
(Supplementary Fig. S3). Thus, experiments carried out as 
described above but including CHX were performed (Fig. 5). 
DEA-NONOate at concentrations of 5, 10, and 20 μM inhib-
ited NR activity at almost the same extent after 10 min. After 
this time, when the NO started to disappear, NR activity was 
recovered. As NR protein synthesis was inhibited, the increase 
in activity must have been a consequence of enzyme reactiva-
tion and not due the result of de novo protein synthesis.
So far, NR inhibition mediated by NO has been proved 
in living cells. In addition, NO inhibition of  NR was 
checked in vitro. DEA-NONOate (25 and 50 μM) did not 
affect the activity of  the purified NR enzyme (Fig.  6A). 
This result could indicate that a cellular component medi-
ates the NO inhibition in vivo. In addition, experiments 
with live E. coli cells (Fig. 6A) were performed. Cells from 
an E. coli strain overexpressing NR were treated with 100 
and 200 μM DEA-NONOate for 15 min and again no inhi-
bition was observed.
Returning to the Chlamydomonas system, the NO effect on 
NR in both living cells and extracts was compared. As shown 
in Fig. 6B, NO did not inhibit NR activity in extracts, in con-
trast to the living cells. This result indicated that a cellular 
component/cell structure from Chlamydomonas is necessary 
for proper NO inhibition of NR activity.
NO does not affect NiR and GS activities
No post-translational regulation of plastidic NiR has been 
reported. To check whether NO affected NiR, Chlamydomonas 
cells were treated in a similar way as in the NR experiments. 
After 10 and 20 min of DEA-NONOate treatment, NiR activ-
ity was not affected (Supplementary Fig. S4A at JXB online). 
High concentrations of this NO donor (up to 50 μM) were 
also used and no inhibition was observed.
Fig. 4. In vivo effects of NO donors, IBMX, and peroxynitrite 
donor on Chlamydomonas NADPH-NR activity. Chlamydomonas 
cells were induced in 4 mM nitrate medium for 3 and the following 
chemical compounds were then added: (A) DEA-NONOate 
at 20 μM as a NO donor, and 20 μM SNO or 20 μM nitrite 
as controls; (B) 50 and 100 μM GSNO a slow NO donor; (C) 
1 mM IBMX, a phosphodiesterase inhibitor, and 100 μM SIN-
1, a peroxynitrite donor. At the indicated times, the cells were 
collected and the NADPH-NR activity was determined from the 
corresponding extracts. The error bars represent the SD of three 
biological replicates.
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At least four GS isoforms are present in Chlamydomonas, 
with the plastidic isoform GS2 being the most abundant (Chen 
and Silflow, 1996; Fernandez and Galvan, 2008). Finally, the 
NO effect on GS activity was analysed. In experiments per-
formed as for NR activity in living cells, DEA-NONOate at 
20 μM did not affect total GS activity (Supplementary Fig. 
S4B).
These experiments with NiR and GS ruled out a total 
breakdown of nitrogen assimilation and demonstrated that 
the NO concentrations used were not affecting all nitrogen-
related activities.
Discussion
This work describes the fast and reversible inhibition of 
HAAT and HAN/NiT by NO. The instantaneous and efficient 
effect on these transporters when the NO donor was added to 
cells indicates a post-translational regulation. The reversibil-
ity was also efficient, as the activity of these transporters was 
quickly recovered when the NO concentration decreased. This 
was highlighted by the effects of DEA-NONOate and GSNO, 
correlating their inhibitory effect with the persistence of the 
NO molecule in the cell culture. GSNO has a longer half-life 
as NO donor than DEA-NONOate (Floryszak-Wieczorek 
et al., 2006; Li and Lancaster, 2009), and the inhibition pro-
duced was maintained over time. Thus, the inhibitory effect 
on transporters was dependent on NO donor concentration 
and occurred depending on its efficiency of NO release. This 
reversibility was independent of de novo protein synthesis, as 
demonstrated using CHX. Interestingly, GSNO allowed obser-
vation of either a complete or partial inhibition of HAAT 
with the different concentrations used. This could indicate a 
modulated regulation at specific NO concentrations. At high 
NO levels, the uptake could be inhibited completely, but low 
Fig. 5. NO inhibits NADPH-NR activity in vivo in a reversible 
way. Chlamydomonas cells were induced in 4 mM nitrate for 2 h 
and then CHX (10 μg ml–1) was added. After 1 h in this medium 
of nitrate plus CHX, the cells were treated with 5, 10, or 20 μM 
DEA-NONOate. At the indicated times, NADPH-NR activity was 
determined from cell extracts. The error bars represent the SD of 
three biological replicates.
Fig. 6. Cell integrity is required for NADPH-NR inhibition by NO. 
(A) CrNR purified from bacteria was used for in vitro assays. DEA-
NONOate, at the indicated concentrations, was added just before 
starting the assay. Cells from an E. coli strain overexpressing 
NR were treated with DEA-NONOate for 15 min, cell extracts 
were prepared, and NADPH-NR activity was determined. (B) 
Chlamydomonas cells were induced in nitrate for 3 h and treated 
for 10 min with DEA-NONOate in two ways: on living cells (filled 
bars) or after lysing cells (cell extracts, open bars). Controls with 
nitrite or without treatment were included. After treatment of living 
cells, these were collected and processed for extract isolations 
and NADPH-NR determinations. The error bars represent the SD 
of three biological replicates.
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amounts of NO could change the uptake kinetics, decreasing 
the ammonium entrance. How this modulation of activity 
works is unknown; however, it could confer on cells high flex-
ibility to adapt to changing environmental conditions. Partial 
inhibition was not observed with DEA-NONOate due to its 
short half-life and its sudden release of NO.
The mechanism implicated in this NO inhibition is not 
clear, although our data in the wild type and mutant cyg56 
eliminate, at least for HAAT, a process dependent on perox-
ynitrite and cGMP. Further studies are needed to understand 
the NO inhibition mechanism, which could be the result of a 
direct post-translational modification over transporters, such 
as S-nitrosylation or a modification involving some other 
cellular components. In silico studies have been carried out 
using the bioinformatics tool GPS-NO 1.0 (Xue et al., 2010). 
This computational prediction of S-nitrosylation sites iden-
tifies several conserved cysteine residues in plant and algal 
AMTs as targets for this modification. AMTs form trimers 
(Ludewig et  al., 2003; Conroy et  al., 2004) and use inter-
molecular interactions between subunits to regulate activity 
(Loqué et al., 2007). In plants, it has been shown that some 
cysteines located in the N-terminal region of these proteins 
are implicated in oligomer stabilization. In fact, substitution 
of these cysteines leads to a decrease in transport capacity 
(Graff et  al., 2011). Curiously, some of these cysteine resi-
dues are target for S-nitrosylation according to GPS-NO 1.0 
(Supplementary Fig. S5 at JXB online). Thus, NO could be 
modifying these cysteines, destabilizing the trimers and inhib-
iting the transport. In addition, according to GPS-NO 1.0, 
other conserved potentially nitrosylable cysteine residues 
have also been identified in plant and algal AMTs that could 
have an important role in the post-translational regulation 
(Supplementary Fig. S6 at JXB online).
On the other hand, for NRT2.1 and NRT2.2, the post-trans-
lational modification could directly affect these transporters or 
NAR2, which is absolutely necessary for functionality of both 
NRT2 proteins (Galvan et al., 1996; Zhou et al., 2000; Orsel 
et al., 2006). NRT2.2 has a predictable nitrosylable cysteine, 
but NRT2.1 does not (Supplementary Fig. S7 at JXB online). 
However, it is interesting that NAR2 from Chlamydomonas 
and other organisms present in their sequences one or more 
cysteine residues with a high score for S-nitrosylation accord-
ing to GPS-NO 1.0 (Supplementary Fig. S8 at JXB online). 
However, our data are not enough to discard an indirect NO 
action triggering other kinds of mechanisms such as phos-
phorylation, which is already involved in regulation of HAAT 
and HAN/NiT. In fact, the inhibition by ammonium of the 
Arabidopsis AMT1.1 is a phosphorylation-dependent mecha-
nism (Lanquar et al., 2009; Lanquar and Frommer, 2010). NO 
could be a signalling molecule involved in this event.
Concerning the signal that increases NO levels in the cell, 
it is known in Chlamydomonas that in nitrate-plus-ammo-
nium-containing media, NO levels increase with ammonium 
concentrations (de Montaigu et al., 2010). This NO carries 
out the repression of the AMT1.1, AMT1.2, and NRT2.1 
genes through a cGMP-dependent pathway. In addition, it 
is known that ammonium triggers a fast inhibition of HAN/
NiT in Chlamydomonas (Florencio and Vega, 1982; Galvan 
et al., 1991) and of AMT1.1 activity in Arabidopsis (Lanquar 
et al., 2009; Lanquar and Frommer, 2010). Considering the 
data provided in this paper, we suggest that NO could be an 
intermediate of the ammonium post-translational regulation 
so that NO would act through a slow cGMP-dependent path-
way for gene repression and a fast and cGMP-independent 
mechanism for the regulation of the different activities.
As found for nitrate transport, NO mediated a fast and 
reversible inhibition of NADPH-NR, but this inhibition was 
not complete. From a physiological point of view, this makes 
sense, as NO could be detoxified by its conversion to nitrate 
by means of the action of different proteins with dioxygenase 
activity, as reported in plants, fungi, and bacteria (Ouellet 
et  al., 2002; Wittenberg et  al., 2002; Perazzolli et  al., 2004; 
Schinko et al., 2010). Thus, it seems energetically favourable 
to cells saving the nitrogen used in the generation of the sig-
nal molecule. Thus, by remaining partially active, NR would 
carry out this assimilation function. In addition, NR inhibi-
tion was reversible and a fully active enzyme was recovered in 
a few minutes after NO disappearance, even in the presence 
of protein synthesis inhibitor. This NR inhibition occurred in 
a cGMP- and peroxynitrite-independent way. Thus, it is pos-
sible that the same mechanism is acting on the regulation of 
ammonium/nitrate transporters and NR activity.
In vascular plants, NR is regulated by phosphorylation 
and subsequent binding of 14-3-3 proteins (MacKintosh and 
Meek, 2001; Lillo et  al., 2004). However, the serine residue 
implicated in this regulation is not conserved in mosses and 
algae as it is in Chlamydomonas (Pozuelo et al., 2001; Medina-
Andrés and Lira-Ruan, 2012). NR from these organisms is reg-
ulated at a post-translational level under different conditions, 
such as light/dark transitions or particular nitrate, nitrite, and 
ammonium levels, but the mechanisms involved are unknown. 
Our results showed that NO inhibits NR in Chlamydomonas, 
suggesting that NO could be an intermediary player in the 
post-translational regulation. In the dark, the lack of photo-
synthetic activity decreases the reduced ferredoxin pool needed 
for NiR activity. Although nitrite reduction can occur in the 
dark (Jin et al., 1998), an accumulation of nitrite generated by 
NR would occur. Nitrite could produce NO by NR, and par-
tial NR inhibition would prevent further nitrite accumulation, 
providing cells with a significant advantage as a mechanism to 
couple both reduction steps of NR and NiR to avoid a toxic 
accumulation of nitrite. Thus, this NO inhibition would be a 
defence mechanism in any condition leading to an uncoupling 
between NR and NiR, avoiding nitrate entrance and NR activ-
ity and consuming accumulated nitrite.
According to our results, NO inhibited the NR activity in 
intact cells but not in cell-free extracts or purified enzyme. 
This could indicate a signalling cascade that is not functional 
when cells are broken and disorganized. These results suggest 
an indirect effect of NO on NR. This could implicate a medi-
ated post-translational modification as an enzyme-dependent 
S-nitrosylation of NR, as already reported for other proteins 
(Anand and Stamler, 2012), or a mediated phosphorylation by 
protein kinases activated by NO, as reported in other systems 
(Rabkin et al., 2007; Zhang et al., 2010; Takata et al., 2011). 
In fact, proteomic studies of nitrosylation in Arabidopsis 
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leaves have identified proteins that are nitrosylated when NO 
treatment is carried out on intact leaves but not when NO was 
added to cell-culture extracts (Lindermayr et al., 2005).
NR inhibition by NO is not unique to algae, as it has also 
been found in vascular plants such as Triticum aestivum 
(Rosales et al., 2010). In these organisms, NO could inhibit 
triggering of phosphorylation and 14-3-3 binding and/or 
involve an alternative regulation of the enzyme. In fact, the 
N-terminal region of tobacco NR has been shown to be 
involved in the complete inhibition during light/dark transi-
tion independently of 14-3-3 proteins and phosphorylation 
(Lillo et al., 2004).
Under the conditions studied, NO did not inhibit the activ-
ity of NiR and GS. There exists a single NiR but there are 
four GS in Chlamydomonas (Fernandez and Galvan, 2008). 
Thus, the lack of effect on GS activity might not be sensi-
tive enough to reflect an effect on a minority isoform of GS. 
Mechanisms of post-translational regulation have not been 
described for NiR, which seems to be regulated only at the 
transcriptional level, synthesizing new protein when needed. 
Concerning GS, NO-dependent inhibition was not observed. 
However, an NO-mediated inhibition by nitration has been 
reported in nodules of M. truncatula plants grown in nitrate 
medium. Nevertheless, this regulation seems to be a specific 
regulatory mechanism to halt nitrogen assimilation in nod-
ules when there is available nitrogen in the soil. In fact, the 
GS from roots was not inhibited by nitration under the same 
conditions (Melo et al., 2011).
In summary, our data show that the signalling molecule 
NO may have an important role in post-translational regula-
tion of nitrate/nitrite and ammonium transporters and also 
of NR. Whereas the inhibitory effect on transporters can be 
complete, the inhibitory effect on NR activity is not. This 
difference is physiologically significant, allowing the assimi-
lation of  the nitrate/nitrite generated from NO and adjust-
ing the activity of  NR to the needs of  the cell. This can be 
particularly important under nitrogen-deficiency conditions.
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Apple extract induces increased epithelial
resistance and claudin 4 expression in Caco-2
cells
Robert AM Vreeburg,∗ Esther E vanWezel, Francisco Ocan˜a-Calahorro†
and Jurriaan J Mes
Abstract
BACKGROUND: The small intestinal epithelium functionsboth toabsorbnutrients, and toprovideabarrierbetween theoutside,
luminal, world and the human body. One of the passageways across the intestinal epithelium is paracellular diffusion, which
is controlled by the properties of tight junction complexes. We used a differentiated Caco-2 monolayer as a model for small
intestinal epithelium to study the effect of crude apple extracts on paracellular permeability.
RESULTS: Exposure of crude apple homogenate to the differentiated Caco-2 cells increased the paracellular resistance,
determined as trans-epithelial electrical resistance (TEER). This increase was linearly related to the concentration of apple
present. The TEER-enhancing effect of apple extract was due to factors mainly present in the cortex, and the induction was
not inhibited by protein kinase inhibitors. Apple-induced resistance was accompanied by increased expression of several tight
junction related genes, including claudin 4 (CLDN4).
CONCLUSION: Crude apple extract induces a higher paracellular resistance in differentiated Caco-2 cells. Future research will
determine whether these results can be extrapolated to human small intestinal epithelia.
c© 2011 Society of Chemical Industry
Keywords: apple; Caco-2; claudin 4; permeability; resistance; TEER
INTRODUCTION
The small intestinal epithelium forms a large interacting surface
with the outside world. Its prime function is to absorb nutrients
for energy and biosynthesis, combined with acting as a selective
barrier to protect the human system. The epithelial barrier is
composed of a monolayer which consists mainly of enterocytes
interspersed with goblet cells and endocrine cells,1 with the
paracellular space between cells being sealed off by tight
junctions.2 Tight junctions thus form an important cellular
structure that determines overall barrier properties of the
epithelium. Transport of compounds through the tight junctions
is driven by passive diffusion down an electrochemical gradient,
and the selectivity is determined by tight-junction composition.2
Tight junctions are complex protein assemblies in which
the three-dimensional structure and functionality of individual
components are just beginning to be unravelled.3 Claudins
are hypothesised to form pores in the tight-junction complex,
and in this way control the nature and flux of paracellular
transport.2,3 Changes in paracellular permeability are brought
about by changes in phosphorylation, protein composition and
membrane properties.2 A compromised intestinal barrier function
is suggested to be associated with the pathogenesis of a number
of intestinal diseases and food allergies.4–6 Allergic reactions
to food products or food intolerance can be associated with
increased paracellular permeability, which in turn can exacerbate
the immune response due to passage of foreign peptides that
would challenge the immune system.5,7
Caco-2 cells can resemble small intestinal epithelial cells
and serve as a model system to study effects of single food
compounds on barrier function. The fruit- and vegetable-derived
food compound quercetin has been shown to increase the trans-
epithelial electrical resistance (TEER) over a Caco-2 monolayer.8,9
The increased TEER was correlated with higher abundance of
claudin4 (cldn4) proteins, and the stimulation was inhibited by
broad-spectrum protein kinase inhibitors.8 Another group of
compounds that have been shown to induce epithelial resistance
in the Caco-2 model system are polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), which were able to alleviate interleukin-4 induced
epithelial leakage.10 In contrast, capsaicin has shown to reduce
TEER,11,12 althougha reduction in TEER ismoredifficult to interpret
since the reduction might also be caused by cell damage due to
toxicity.12
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Although single compound-induced changes in TEER give
insights in the cellular effects leading to the changed physiology,
this is a highly reductionist approach to study the effects of food.
Whole food products are a combination of various related and
unrelated compounds that can interact and together provoke the
bioactive effects, which can be different from the effects induced
by the compounds in isolation.13 Instead of studying isolated
compounds, we studied the effect of crude food extracts on TEER.
Some work has been done to study the effect of whole products,
like extracts of ginger, sweet pepper, and edible burdock, which
showed either no effect, or a decrease in TEER.14 In this paper we
describe the effect of crude apple extract on TEER and show its
TEER-enhancing effects on Caco-2 cells.
MATERIALS ANDMETHODS
Cell culture
ATCC Caco-2 cells were grown on membranes of 33.6 mm2 of
ThinCert transwells, put in 24-well suspension culture plates.
Cells were seeded with 150 µL of 1.3 × 109 cells L−1 and grown
for 21 days at 5% CO2, 37
◦C, using Dubelco’s modified Eagle’s
medium (DMEM; Gibco-Invitrogen, Bleiswijk, The Netherlands)
with 4.5 g L−1 glucose, 0.58 g L−1 glutamine, no pyruvate, supple-
mented with heat-inactivated (45 min 56 ◦C) fetal bovine serum
(FBS; Hyclone PerBio, Etten-Leur, The Netherlands) to 9.1%. Cells
reached confluencewithin 4 days of seeding. Cells were usedwith
passage numbers 30 to 54; medium was replaced three times per
week.
In vitro digestion
Jonagold apples were obtained from a local supermarket.
Representative wedges of apple, without core were taken and
50% of weight 150 mmol L−1 NaCl–5 mmol L−1 KCl was added
and mashed with a hand blender. Twenty grams of sample was
put ina50 mLtube, thepHwasadjustedto2withHCl,and0.667 mL
of 40 g L−1 porcine pepsin added, after which the samples were
incubated for 30 min at 37 ◦C. Sufficient 1 mol L−1 NaHCO3 was
added to raise pH to at least 5.8, followed by 0.95 mL of 4 g L−1
porcinepancreatin and0.5 mLof amixtureof sodium taurocholate
and sodium glycodeoxycholate (176 mmol L−1 of each). The
sample was adjusted to pH 6.5 with NaHCO3, the headspace
was flushed with nitrogen and the sample was subsequently
incubated for 1 h at 37 ◦C. The pH of the sample was adjusted
to 7.5 with NaHCO3 and the weight of the sample was adjusted
to 30 g. Samples were centrifuged for 30 min at 3023 × g at 4 ◦C.
The supernatant was taken, flushed with nitrogen and stored at
−80 ◦C until use. Water or 150 mmol L−1 NaCl–5 mmol L−1 KCl
was used instead of apple for preparing in vitro digestion controls.
Preparation of crude apple extract
Representative wedges of Jonagold apples, without core, were
taken and 125% of weight 150 mmol L−1 NaCl–5 mmol L−1 KCl
was added to obtain a similar dilution as the in vitro digested
apple, andmashedwith a hand blender. Sampleswere transferred
to tubes and centrifuged for 30 min at 3023 × g at 4 ◦C. The
supernatantwas taken, flushedwithnitrogenand storedat−80 ◦C
until use.
Exposure
Sampleswere diluted 1 : 1 with DMEM+ FBS. The pHwas adjusted
with sodium hydroxide if necessary, using phenol red in DMEM
as indicator. The cell medium was replaced the day before the
exposureexperiments. TEERwasmeasuredusingaMilliCell-ERS-
meter (Millipore, Molsheim, France), twice before sample addition.
Medium was removed from the apical and basal compartments,
and diluted samples were added to the apical compartment and
fresh DMEM + FBS was added to the basal compartment. TEER
was determined after various times of exposure.
Inhibitor studies
Inhibitors [1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine (H-7); 1-
(5-iodonaphthalene-1-sulfonyl)-1H-hexahydro-1,4-diazepine hy-
drochloride (ML-7); 3-[1-(dimethylaminopropyl)indol-3-yl]-4-
(indol-3-yl)maleimide hydrochloride (GF 109 203X); staurosporine;
and 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N′ ,N′-tetraacetic acid
tetrakis(acetoxymethyl ester) (BAPTA-AM)] were purchased from
Sigma-Aldrich (Zwijndrecht, The Netherlands) and 2000× stocks
were prepared in DMSO (96% ethanol for H-7). Medium was re-
moved fromtheapical compartmentand replacedwith1 : 1DMEM
+ FBS: 150 mmol L−1 NaCl–5 mmol L−1 KCl, with the respective
inhibitor. After a 30 min incubation, medium from the apical and
basal compartments was removed and the respective samples
(apple only; apple + inhibitor; inhibitor only) was added to the
apical compartment and fresh DMEM + FBS was added to the
basal compartment.
Gene expression studies
RNA was extracted and cDNA was prepared as described
by Vreeburg et al.15 In brief, TriZol (Invitrogen, Bleiswijk, The
Netherlands) extraction with 200 µL TriZol was followed with
DNaseI (Sigma-Aldrich) treatment and RNeasy (Qiagen, Venlo, The
Netherlands) clean-up. cDNAwas synthesisedwith iScript (BioRad,
Veenendaal, The Netherlands). Affymetrix HG-U133 microarrays
were used with GenChip hybridisation kits, using in vitro digested
apple and controls. Microarray data was normalised using
gcRMA.16 A subset of the total expression data was selected
based on gene ontology, and statistics were applied to this subset.
Reverse transcriptase quantitative polymerase chain reac-
tion (RT-qPCR) was performed using ribosomal phosphopro-
tein P0 (RPLP0) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) as reference genes, which have been validated for this
purpose.15 Primer sequences and PCR settings were as described
by Vreeburg et al.15
Statistical analysis
Statistical significance was calculated with individual, two-sided
t-tests, or with univariate analysis of variance with a Dunnett’s
post-hoc test,17 using either MS-Excel, or SPSS (PASW Statistics,
IBM, Amsterdam, The Netherlands). False discovery rate was
determined according to Benjamini and Hochberg.18 The effects
of inhibitors were tested by comparing the apple-induced TEER
increase in presence of the inhibitor with the apple-induced TEER
increase in absence of the inhibitor.
RESULTS ANDDISCUSSION
Effect of apple extract on Caco-2 barrier function
Crude apple extracts induced an increase in trans-epithelial
electrical resistance (TEER) of the Caco-2 monolayer (Fig. 1a).
The effect occurred within 1 h of exposure, after which no or
little further increase in TEER was observed (Fig. 1) and lasted
for at least 6 h (data not shown). Induction of TEER values by
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Figure 1.Modification of TEER by apple. (a) Change of TEER of Caco-2
cells after exposure to DMEM, in vitro digestion control (in vitro digested
salt solution), crude apple extract, and in vitro digested apple and TEER
measured over time. (b) Change in TEER upon 2 h exposure to different
amounts of in vitro digested apple. A straight line is fitted through the
data points. (c) Addition and removal of apple extract. Moments of sample
addition and removal are indicated. Symbols are as given in panel (a).
Averages ± SD, n = 3. ∗Indicates significant difference from control with
P < 0.05.
apple extracts ranged from 20 to 90% of the original resistance,
depending on the seeding batch of the Caco-2 cells (data not
shown). Since food is subjected to various digestive steps before it
reaches the small intestine, for which the Caco-2 cell layer is used
as a model, we tested whether the induction of TEER by a crude
apple homogenate remained after in vitro digestion. The in vitro
digestionprotocol includedpHchanges, enzymatic digestionwith
pepsin and pancreas enzymes, and addition of bile salts. In vitro
digested apple showed a comparable TEER-enhancing effect as a
crude extract (Fig. 1), indicating that the TEER enhancing activity
can pass the human gastric environment.
TEER enhancing activity of apple extract is linearly related to
the amount of in vitro digested apple as could be observed after
exposures of the dilutions series (Fig. 1b). A concentration of 74 g
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Figure 2. Effect of in vitro digested apple parts on Caco-2 TEER expressed
as % relative to an in vitro digested salt control. ∗Indicates a statistical
significant difference from control with P < 0.05. Averages ± SD, n = 5.
freshweight L−1 apple already resulted in an increase of TEER. This
concentration represents a dilution factor of more than 10, while
a three- to five-fold dilution is expected in humans.19 Assuming
a similar dose–response range in Caco-2 cells as for human small
epithelium, it isnotunlikely thata similar responsecanbe triggered
in the human intestinal epithelium. However, experiments with
humans using a dual sugar or Cr-EDTA uptake approach20 will be
needed to affirm the resistance altering effect of apple in humans.
We were interested to know whether the increase in epithelial
resistance persisted after removal of the apple extract. When the
apple-containing sample was removed after 4 h exposure, TEER
returned to control levelswithin 30 min (Fig. 1c). Apple extract has
thus the ability to induce an enhanced TEER in Caco-2 cells, but
without a durable effect.
An apple canbe roughly divided into threemorphological parts:
the skin, the cortex (flesh) and the apple core, ofwhich the skin and
the cortex are commonly used for consumption. To test whether
the effect can be related to specific parts of the apple, skin and
cortex tissue were tested separately. In vitro digested wedges of
apple, containing cortex and skin, increased TEER of a Caco-2
monolayer, as did apple cortex alone (Fig. 2). However, in vitro
digested apple skin, when added in equal amount to the cells did
not result in a statistical significantly increase of the TEER (Fig. 2).
TheTEER-enhancingactivityof apples is thusmainly situated in the
cortex and to, a lesser extent, on a weight basis, in the skin. Since
quercetin and quercetin glycosides have shown to enhance TEER
in Caco-2 cells,8 and Jonagold apples contain quercetin glycosides
in the skin and not in the cortex,21,22 we had expected to find
most TEER-enhancing activity in the skin. These results therefore
argue against quercetin glycosides being the active compound.
The nature of the TEER-enhancing ingredient is still unknown.
Regulation of the apple-induced increase in TEER
Induction of TEER has been shown to be inhibited by the broad
phosphokinase inhibitors H7 and staurosporin.8 We tested the
inhibitingactivityof these inhibitorsonapple-inducedparacellular
resistance together with other known kinase inhibitors and
an intracellular calcium chelator (Table 1). None of the tested
inhibitors blocked the apple-induced increase of TEER at the
concentrations used (Fig. 3). The inhibitors have been applied
to the cells at concentrations that are much higher than their
reported dissociation constants,23 or at concentrations reported
to have an effect on TEER of Caco-2 monolayers.24,25 ML-7 on its
J Sci Food Agric (2011) c© 2011 Society of Chemical Industry wileyonlinelibrary.com/jsfa
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Table 1. Phosphokinase inhibitors used for pharmacological study in TEER regulation
Compound Type of inhibitor Conc. used (µmol L−1) Reference
H-7 Broad spectrum phosphokinase inhibitor 200 22
ML-7 Myosin light chain kinase inhibitor 30 22
GF 109203X Phosphokinase A and C inhibitor 2 22
Staurosporine Broad spectrum phosphokinase inhibitor 0.2 24
BAPTA-AM Intracellular calcium chelator 10 23
H-7, 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine.
ML-7, 1-(5-iodonaphthalene-1-sulfonyl)-1H-hexahydro-1,4-diazepine hydro-chloride.
GF 1029230X, 3-[1-(dimethylaminopropyl)indol-3-yl]-4-(indol-3-yl)maleimidehydrochloride.
BAPTA-AM, 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester).
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Figure 3. Effectofphosphokinase inhibitorsandan intracellularcalciumchelatoronapple-inducedTEER. (a) H7, (b) GF109203X, (c) ML-7, (d) staurosporine,
(e) BAPTA-AM. See Table 1 for abbreviations and concentrations used. Average ± SD, n = 3.
own enhanced the TEER of the Caco-2 monolayer, but addition
of apple extract increased the TEER even more (Fig. 3c). An
apple-induced increase in TEER was similar for cells treated with
ML-7 as for cells without the myosin light chain kinase inhibitor
(Fig. 3c). The apple-induced TEER enhancement was also not
statistically different in the presence or absence of the intracellular
calcium chelator BAPTA-AM (Fig. 3e). An apple-induced increase
in paracellular resistance therefore did not involve phosphokinase
A, phosphokinase C, phosphokinase G, myosin light chain kinase,
or intracellular calcium signalling.
Effect of apple on tight-junction-related gene expression
Paracellular transport is regulated by tight junctions between
the cells. In order to analyse the genes involved in the tight
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Table 2. Genes that are ascribed to the tight junction cellular compartment (GO:0005923) and whose expression in Caco-2 cells was different after
exposure to in vitro digested apple compared with in vitro digestion controls, with a false discovery rate <0.05
Gene symbol Gene name Fold induction∗
ARHGAP17 Rho GTPase activating protein 17 1.13
ARHGEF2 Rho/Rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2 1.10
ASH1L Ash1 (absent, small, or homeotic)-like (Drosophila) 0.92
CGN Cingulin 0.90
CLDN1 Claudin 1 1.27
CLDN12 Claudin 12 1.09
CLDN16 Claudin 16 1.13
CLDN17 Claudin 17 1.17
CLDN2 Claudin 2 1.37
CLDN23 Claudin 23 1.27
CLDN4 Claudin 4 1.38
CLDN5 Claudin 5 0.93
CLDN7 Claudin 7 0.91
CRB3 Crumbs homolog 3 (Drosophila) 1.28
CXADR Coxsackie virus and adenovirus receptor 1.06
F11R F11 receptor 1.16
IGSF5 Immunoglobulin superfamily, member 5 0.88
INADL InaD-like (Drosophila) 0.88
LIN7A Lin-7 homolog A (C. elegans) 0.84
LIN7C Lin-7 homolog C (C. elegans) 1.06
LOC283999 Hypothetical protein LOC283999 1.20
MAGI1 Membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain containing 1 0.90
MAGI3 Membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain containing 3 0.78
MICALL2 MICAL-like 2 0.56
MPDZ Multiple PDZ domain protein 1.16
MPP5 Membrane protein, palmitoylated 5 (MAGUK p55 subfamily member 5) 1.16
MPP7 Membrane protein, palmitoylated 7 (MAGUK p55 subfamily member 7) 1.18
MTDH Metadherin 0.94
PARD6A Par-6 partitioning defective 6 homolog alpha (C. elegans) 1.15
PARD6B Par-6 partitioning defective 6 homolog beta (C. elegans) 1.29
PARD6G Par-6 partitioning defective 6 homolog gamma (C. elegans) 1.13
PRKCZ Protein kinase C, zeta 0.82
SHROOM2 Shroom family member 2 1.13
TJAP1 Tight junction associated protein 1 (peripheral) 0.87
TJP1 Tight junction protein 1 (zona occludens 1) 1.20
TJP2 Tight junction protein 2 (zona occludens 2) 1.09
VAPA VAMP (vesicle-associatedmembrane protein)-associated protein A, 33 kDa 1.07
∗ A value of 1 represents no change in expression relative to a non-apple exposed control.
junction a microarray experiment was performed. Cells were
exposed to in vitro digested apple and genes that are ascribed
to the tight junction cellular compartment, according to the gene
ontology consortium (GO:0005923), were analysed. This group
was represented by 67 genes on the array, of which 37 showed
an altered expression in response exposure to apple. The list of 37
genes is given in Table 2, and includes several of the pore-forming
claudin genes. Expression of CLDN1 and TJP2 (formerly named
ZO-2) was increased by apple exposure (Table 2). The expression
of these genes have been correlated with the fast TEER enhancing
effectofquercetin.9 CLDN4expressionwas induced1.38-foldwhen
determined by microarray (Table 2); CLDN4 expression has been
linked to long term TEER enhancement.9 Claudin 4 expression
in Madin–Darby canine kidney (MDCK) II cells have linked the
expression of claudin 4 with reduced paracellular permeability for
sodium.26 Apple-induced expression of CLDN4 in Caco-2 cells was
validatedbyRT-qPCRinaseparateexperiment forbothcrudeapple
extract, and in vitro digestion apple, showing a 2-fold induction
(Fig. 4). However, given the fast reduction in TEER upon removal
of apple from the incubation mixture (Fig. 1c), it is unlikely that
incorporation of claudin 4 proteins in the tight junction complex
are the mechanisms by which the TEER is increased. Enhanced
CLDN4 expression could be a preparation for the incorporation
of claudin 4 into tight junctions for the long-term adjustment of
paracellular resistance, as proposed by Suzuki and Hara.9
CONCLUSION
Apple can induce an increase in paracellular resistance measured
as TEER in Caco-2 cells. This TEER enhancing activity is maintained
after in vitro digestion simulation, and is mainly localised in the
cortex. The localisation of the TEER-enhancing factor in the
cortex argues for an active compound other than quercetin
glycosides, which are present in the skin only. Apple-induced
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Figure 4. Effect of 4 h apple exposure on CLDN4 expression. Expression
values are corrected for expression of controls. Averages ± SD, n = 3.
∗Indicates significant difference from the control, with P < 0.05.
TEER enhancement is not inhibited by phosphokinase inhibitors
and is correlated with increase CLDN4 expression. These results
indicate that food might modulate the barrier function of the
intestine. Human trials will be needed to confirm these findings
and establish a scientific base for dietary advice in cases where
altered barrier function is desired.
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